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(57) Abstract 

Disclosed is the use of biologically active MP52 and/or MP121 for treating and preventing diseases of the nervous system and/or for 
treating neuropathological states caused by ageing of the nervous system. The disclosed medicament for treating and preventing diseases 
of the nervous system and/or for treating neuropathological states caused by ageing of the nervous system therefore contains biologically 
active MP52 and/or MP 121 as active substances. 



(57) Zusammenfassung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von biologisch aktivem MP52 oder/und MP121 zur Behandlung und 
Prevention von Erkrankungen des Nervensystems oder/und zur Behandlung neuropathologischer Situationen, die durch Alterung des 
Nervensystems verursacht sind. Ein erfindungsgemaBes Arzneimittel zur Behandlung und Prevention von Erkrankungen des Nervensystems 
oder/und zur Behandlung neuropathologischer Situationen, die durch Alterung des Nervensystems verursacht sind, entbalt daher biologisch 
aktiven MP52 oder/und MP121 als Wirkstoff. 
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Verwendung von MP52 oder MP121 zur Behandlung und Prevention 
von Erkrankungen des Nervensystems 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von MP52 
oder/und MP121, zweier Wachstums- oder/und Dif f erenzierungs- 
faktoren der TGF-£-Superf amilie zur Behandlung und Prevention 
von Erkrankungen des Nervensystems oder/und zur Behandlung 
neuropathologischer Situationen, die durch Alterung des Ner- 
vensystems verursacht sind. Daruber hinaus betrifft die Erfin- 
dung Arzneimittel zur Behandlung oder Prevention obiger Indi- 
kationen, welche MP52 oder/und MP121 enthalten. 

Viele Wachstumsf aktoren aus der TGF-2-Superf amilie (Kingsley, 
Genes & Development 8, 133-146 (1994) und die darin zitierte 
Literatur) sind fur einen weiten Bereich medizinischer Behand- 
lungsmethoden und Anwendungen, die insbesondere Wundheilung 
und Gewebewiederherstellung betreffen, relevant. Zu diesen 
z£hlen insbesondere Mitglieder der TGF-fi (Transforming Growth 
Factor, siehe z.B. Roberts und Sporn, Handbook of Experimental 
Pharmacology 95 (1990), S. 419-472, eds. Sporn und Roberts), 
der BMP (Bone Morphogenetic Protein, siehe z.B. Rosen und 
Thies, Growth Factors in Perinatal Development (1993), S. 39- 
58, eds. Tsang, Lemons und Balistreri) und der Inhibin/Aktivin 
(siehe z.B. Vale et al., The Physiology of Reproduction, 
Second Edition, (1994), S. 1861-1878, eds. Knobil und Neill) 
Familie. Obwohl die Mitglieder dieser Familie im reifen Anteil 
hohe Aminosaurehomologien, insbesondere zumeist 7 konservierte 
Cysteine aufweisen, zeigen sie erhebliche Variationen in ihren 
genauen Funktionen. Die TGF-S-ahnlichen Proteine gehoren zu 
einer strukturellen Superf amilie, die alle ein Cystine Knot 
Motif aufweisen (Cell, Vol. 73 (1993), S. 421-424). Weitere 
Mitglieder dieser Superfamilie sind Proteine aus der NGF 
(Nerve Growth Factor) -/Neurotrophic Familie und PDGF (Platelet 
Derived Growth Factor) -Familie. Haufig zeigen einzelne Wachs- 
tumsf aktoren mehrere Funktionen gleichzeitig, so daS ihre 
Anwendung bei verschiedehen medizinischen Indikationen von 
Interesse ist. 
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Einige dieser multifunktionellen Proteine zeigen neben Funk- 
tionen wie z.B. Regulation der Proliferation und Differenzie- 
rung bei vielen Zelltypen (Roberts und Sporn, Handbook of 
Experimental Pharmacology 95 (1990), S. 419-472, eds. Sporn 
und Roberts; Sakurai et al., J. Biol. Chem. 269 (1994), S. 
14118-14122) auch uberlebensfordernde Effekte bei Neuronen. So 
wurden z.B. fur TGF-S trophische Effekte auf embryonalen moto- 
rischen und sensorischen Neuronen in vitro nachgewiesen 
(Martinou et al., Devi. Brain Res. 52, S. 175-181 (1990) und 
Chalazonitis et al . , Dev. Biol. 152, S. 121-132 (1992)). Wei- 
terhin wurden fur die Proteine TGF-S-1, -2, -3, Aktivin A und 
GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor) , ein Pro- 
tein, das strukturelle Ahnlichkeiten zu TGF-S-Superf amilien- 
mitgliedern aufweist, uberlebensfordernde Effekte auf dopami- 
nerge Neurone des Mittelhirns nachgewiesen, wobei dieser 
Effekt nicht uber Astrozyten vermittelt wurde (Krieglstein et 
al., EMBO J. 14, S. 736-742 (1995)). 

WO 93/16099, WO 95/04819 und WO96/01316 offenbaren die DNA- 
und Protein- Sequenzen von TGF-S ahnlichen Proteinen, insbeson- 
dere von MP52 und MP121. In WO 95/04819 wird fur MP52 ein 
knorpel- und knocheninduzierendes Potential offenbart. 

Das Auftreten von Proteinen der TGF-S-Superf amilie in unter- 
schiedlichen Gewebestufen und Entwicklungsstuf en ist in Uber- 
einstimmung mit Unterschieden hinsichtlich genauer Funktionen, 
sowie Zielorte, Lebensdauer, Erfordernisse fur Hilfsfaktoren, 
erforderliche zellulare physiologische Umgebung und/oder Be- 
st andigkeit gegen Abbau. 

Die der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende Aufgabe 
besteht darin, ein Protein bereitzustellen, das eine Behand- 
lung oder Prevention von Krankheiten des Nervensystems ermog- 
licht. Von Interesse sind die Behandlung von Storungen oder 
Verlusten nervoser Funktionen. Diese konnen hervorgeruf en 
werden durch akute pathologische Zustande wie bei zerebrovas- 
kularen, entzundlichen, infektiosen, stof fwechselartigen Man- 
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geln oder/und Mangeln hervorgeruf en durctr toxische Einflusse, 
Verletzungen, Tumorwachstum Oder operative Eingriffe. Weiter- 
hin konnen Storungen oder Verluste nervoser Funktionen verur- 
sacht sein durch chronische pathologische Zustande wie vor- 
zugsweise neurodegenerative Erkrankungen . Neuropathologische 
Situationen werden haufig auch durch Alterung des Nerven- 
systems verursacht. 

Diese Aufgabe wird geldst durch die Verwendung von biologisch 
aktivem MP52 oder/und MP121 zur Behandlung oder/und Prevention 
von Erkrankungen des Nervensys terns oder/und zur Behandlung 
neuropathologischer Situationen, die durch Alterung des Ner- 
vensys terns verursacht sind. 

Mit der vorliegenden Erf indung konnte gezeigt werden, daS MP52 
einen positiven EinfluS auf das Uberleben von dopaminergen 
Neuronen aufweist (siehe Pigur 3) . Dieser EinfluS wird jedoch 
abweichend von TGF-fis und Aktivin A zumindest teilweise uber 
die mit Nervenzellen assoziierten Astrozyten vermittelt (siehe 
Figur 4) . Somit ist MP52 nutzlich bei der Behandlung oder 
Prevention von Krankheiten des Nervensystetns , insbesondere 
Erkrankungen, die das Gehirn betreffen. Von besonderem Inte- 
resse sind hierbei neurodegenerative Erkrankungen wie z.B. die 
Parkinson' sche Krankheit, moglicherweise auch Krankheiten wie 
Alzheimer oder Huntington Chorea. Desweiteren gelingt es unter 
Verwendung von MP52 das Uberleben von Neuronen zu fordera und 
damit eine Auf rechterhaltung nervoser Funktionen zu bewirken. 
Alle Anwendungsmoglichkeiten bestehen sowohl bei akuten als 
auch bei chronisch pathologischen Zustanden, auch die Vorbeu- 
gemafinahmen . Als akute pathologische Zustande sind dabei vor- 
zugsweise zerebrovaskulare, entzundliche, infektiose, stoff- 
wechselartige Mange lerscheinungen oder/und Mangel, hervorgeru- 
fen durch toxische Einflusse, Verletzungen, Tumorwachstum oder 
operative Eingriffe zu nennen. 

Ein im Rahmen der Erfindung behandelbarer chronischer patholo- 
gischer Zustand ist z.B. eine neurodegenerative Erkrankung. 
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Mit der vorliegenden Erfindung konnte weiterhin gezeigt wer- 
den, daS MP52 einen stimulierenden EinfluE auch auf Neurone 
der Retina hat. Wahrend der Entwicklung des visuellen Systems 
wandern die Axone aus den Ganglionzellen der Retina zu spe- 
s ziellen Regionen im Gehirn. Es konnte durch mehrere Gruppen 
gezeigt werden, dafi losliche Faktoren, die aus visuellen Be- 
reichen des Gehirns isoliert wurden, die Ganglionzellen in der 
Retina stimulieren konnen (Nurcombe, V. und Bennett, M.R., 
Exp, Brain Res. 44, 249-258 (1981), Hyndman, A.G. , Adler, R. , 
Dev. Neurosci. 5, 40-53 (1982), Turner, J.E. et al., Dev. 
Brain Res. 6, 77-83 (1983), Carri, N.G. und Ebendal, T., Dev. 
Brain Res. 6, 219-229 (1983)). Die Bildung von Nervenf aserbun- 
deln, welche wahrscheinlich optische Axone sind, die von 
Ganglionzellen der Retina ausgehen, hangt von neurotrophen 
Faktoren ab. 

Versuche mit MP52 zeigten, daS dieses Protein auch als ein 
neurotropher Faktor in diesem System wirken kann. 

So konnte an frisch isolierten Gewebekulturen von embryonaler 
Retina aus Huhnern gezeigt werden, daS MP52 das Auswachsen von 
Nervenf asern signifikant fdrdert (siehe hierzu Figur 6 und 
Tabelle 1) . 

Wahrend dieser Experimente konnte auch gezeigt werden, daS 
weitere Mitglieder der TGF-S-Familie ebenfalls eine stimulie- 
rende Wirkung haben. Dazu zahlt insbesondere auch der MP121 
(WO93/16099 und WO9S/01316) , der eine etwa gleich starke Wir- 
kung wie der MP52 aufweist (siehe hierzu Figur 6 und Tabelle 
2) . 

Die Aktivitaten von MP52 und MP121 konnen fur die Heilung von 
Erkrankungen am Auge, insbesondere der Retina und des Sehnervs 
verwendet werden. Hervorzuheben sind hier insbesondere auch 
die Behandlung von Verletzungen der neuronalen Schicht der 
Retina und des Sehnervs. Derartige Verletzungen konnten z.B. 
durch Unfalle, Entziindungen oder Durchblutungsstorungen her- 
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vorgerufen werden. Anwendungen bei Netzhauttransplantationen 
sind ebenfalls von Vorteil. Weiterhin sollte aber auch eine 
Heilung oder Linderung von Verletzungen an anderen Hirnnerven 
von Bedeutung sein. Hervorzuheben ist hier z.B. der Trigeminus 
5 (Nervus Trigeminus), der auch Teile des Auges innerviert. So 
konnen Mitglieder der TGF-S-Familie, insbesondere der MP52 und 
der MP121, auch Anwendung bei Hornhauttransplantationen fin- 
den. Das Anwachsen der Hbrnhaut wird auch durch die nervale 
Versorgung beeinfluSt. Denkbar ist ein Einsatz auch bei nur 
segmentalen Schaden der Hornhaut, wie sie z.B. bei Herpesin- 
fektionen im Auge auftreten. 

Insbesondere die Anwendung bei degenerierenden Erkrankungen 
der Augenoberf lache sind hervorzuheben. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfin- 
dung verwendet man als biologisch aktiven MP52 

(a) den reifen Anteil und gegebenenf alls weitere funktionelle 
Anteile der in SEQ ID NO.l gezeigten Proteinsequenz ; 

(b) Teile des reifen Proteins, die im wesentlichen dieselbe 
Aktivitat aufweisen; 

(c) reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

(d) ein reifes Protein oder Teile davon, welches aufgrund 
seiner Abstammung aus anderen Wirbeltieren Abweichung in 
der Aminosauresequenz aufweist, jedoch im wesentlichen 
dieselbe Aktivitat beibehalt. 

In einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm verwendet man als 
biologisch aktiven MP121 

(a) den reifen Anteil und gegebenenfalls weitere funktionelle 
Anteile der in SEQ ID NO. 3 oder 4 gezeigten Protein- 
sequenz 

(b) Teile des reifen Proteins, die in wesentlichen dieselbe 
Aktivitat aufweisen; 

(c) reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 
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(d) ein reifes Protein oder Teile davon, welches aufgrund 
seiner Abstammung aus anderen Wirbeltieren Abweichung in 
der Aminosauresequenz aufweist, jedoch im wesentlichen 
dieselbe Aktivitat beibehalt. 

Andere Merkmale und Vorteile der Erfindung gehen aus der Be- 
schreibung der bevorzugten Ausfuhrungsformen und den Figuren 
hervor. Die Sequenzprotokolle und Figuren sind im folgenden 
kurz beschrieben. 



SEQ ID N0.1 zeigt die vollstandige Aminosauresequenz des Pra- 
proproteins des humanen TGF-S- Proteins MP52, die aus der in 
SEQ ID NO. 2 gezeigten Nukleotidsequenz abgeleitet wurde und in 
WO 95/04819 bereits offenbart ist. Der Beginn des reifen Pro- 
teins liegt vorzugsweise im Bereich der AminosSuren 361-4 00, 
besonders bevorzugt bei Aminosaure 382. 

SEQ ID NO. 2: zeigt die vollstandige Nukleotidsequenz der fur 
das TGF-S- Protein MP52 kodierenden DNA, wie sie bereits in WO 
95/04819 offenbart ist. Das ATG-Startcodon beginnt mit Nukleo- 
tid 640. Der Start des vollstandigen reifen Proteins beginnt 
besonders bevorzugt hinter Nukleotid 1782. Das Stopcodon be- 
ginnt mit Nukleotid 2143. 

SEQ ID NO. 3 zeigt die vollstandige Aminosauresequenz des Pra- 
proproteins des humanen TGF-/?-Proteins MP121, die bereits in 
der WO96/01316 offenbart ist. Der Beginn des reifen Proteins 
liegt vorzugsweise im Bereich der Aminosauren 217-240, beson- 
ders bevorzugt bei Aminosaure 236 oder 237, am meisten bevor- 
zugt bei Aminosaure 23 7. 

SEQ ID NO. 4 zeigt die vollstandige Aminosauresequenz des Pra- 
proproteins des TGF-S- Proteins MP121 aus der Maus, die eben- 
falls in der WO96/01316 offenbart ist. Der Beginn des reifen 
Proteins liegt in Analogie zum humanen Protein im Bereich der 
Aminosauren 217 - 240, der Beginn des bevorzugten reifen Pro- 
teins bei Aminosaure 236 oder 237. 
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Figur 1 zeigt ein silbergef arbtes Gel mit im prokaryontischen 
System exprimiertem, reifem MP52 mit vorangestelltem Methionin 
sowie reifem MP52 mit einem Histidin-Anhang am N-Terminus vor 
und nach dem Ruckfalten. 

5 

Figur 2 zeigt ein Chromatogramm zur Trennung von dimeren und 
monomerem reifen MP52 mit verandertem N-Terminus nach dem 
Ruckfalten. 



io Figur 3 zeigt einen positiven Einflufi auf das Uberleben von 
dopaminergen Neuronen durch Behandlung mit teilgereinigten 
MP52 aus einem eukaryontem Expressionssystem sowie gereinigtem 
zuriickgef altetem, reifen MP52 mit verandertem N-Terminus aus 
einem prokaryontischem Expressionssystem. 

15 

Figur 4 zeigt, daS der uberlebensf ordernde Effekt von MP52 auf 
dopaminerge Neurone zumindest zum Teil auf eine Erhohung der 
Anzahl von Astrozyten zuruckzufiihren ist. 

20 Figur 5 zeigt einen Western blot mit Kaninchen-Antikdrpern 
gegen MP121, der mit Hilfe des Vaccina-Viren-Expressions- 
systems in HepG2-Zellen synthetisiert wurde. 

Figur 6 zeigt den stimulierenden Einf lu£ von gereinigtem MP52 
25 und MP121 auf das Auswachsen von Nervenfasern aus der embryo- 
nalen Retina. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfaSt der reife Anteil 
des MP52-Proteins Aminosaure 382 bis Aminosaure 501. Bei MP121 

30 umfaSt der reife Anteil vorzugsweise Aminosaure 237 bis Amino- 
saure 352 der SEQ ID NO. 3 bzw. der SEQ ID NO. 4. Daruber hinaus 
sind im Rahmen der Erfindung gegebenenf alls aber auch kiirzere 
oder langere funktionelle Teilbereiche des Gesamtproteins 
eingeschlossen, die im wesent lichen gleiche biologische Akti- 

3s vitat aufweisen, insbesondere Teilbereiche die mindestens den 
Bereich der sieben konservierten Cysteine umfassen. In der 
vorliegenden Erfindung konnte unter anderem gezeigt werden, 
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dafi Modif ikationen am N-Terminus des reifen Proteins die Akti- 
vitat nicht wesentlich beeinf lussen. 

UmfaEt sind auch MP52- bzw. MP121-Proteine / die aus anderen 
Wirbeltieren isoliert sind, da diese im wesentlichen die glei- 
chen Aktivitaten aufweisen. 



Andererseits konnen Proteine neben dem reifen Anteil von MP52 
Oder MP121 auch noch funktionelle Signal- oder/und Propeptid- 
anteile von anderen Proteinen, z.B. von Proteinen mit Cystine 
Knot Motif (Cell, Vol. 73 (1993) S. 421-424) und insbesondere 
von anderen Proteinen der TGF-fi Superf amilie, z.B. den oben 
genannten TGF- oder BMP- oder Aktivin/Inhibin-Proteinen, ins- 
besondere auch MP121 bzw. MP52 umfassen. Die entsprechenden 
Nukleotidsequenzen sind aus den oben genannten Referenzen und 
der darin zitierten Literatur und/oder der EMBL-Datenbank oder 
GenBank zu entnehmen, auf deren Offenbarung hiermit Bezug 
genommen wird. Wichtig ist hierbei, daS der richtige Leserah- 
men fur das reife Protein erhalten bleibt. Je nachdem, in 
welchen Wirtszellen die Expression stattf indet , konnte das 
Vorhandensein einer anderen Signalsequenz oder/und eines ande- 
ren Propeptidanteils die Expression positiv beeinf lussen. Der 
Austausch von Propeptidanteilen durch entsprechende Anteile 
anderer Proteine ist z.B. bei Mol . Endocrinol. 5 (1991), S. 
149-155 und Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), S. 2905-2909 
beschrieben. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist die 
Verwendung von Fusionsproteinen, die funktionelle Derivate 
bzw. Anteile von MP52 bzw. MP121 gemafi der obigen Definition 
und wie vorzugsweise in SEQ ID N0.1 bzw. 3 oder 4 gezeigt, 
insbesondere funktionelle Anteile des reifen Proteins aufwei- 
sen und dariiber hinaus Anteile eines anderen Proteins . Das 
andere Protein kann hierbei wiederum ein Protein mit "Cystine 
Knot Motif" sein, das vorzugsweise auch zur TGF-S Superf amilie 
gehort, wie z.B. auch Kombination von MP 52 mit MP121. Es 
konnen jedoch auch Anteile eines komplett anderen Proteins 
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vorhanden sein, z.B. Rezeptor-bindende Domanen von Proteinen, 
welche dem ursprunglichen MP52- bzw. MP121-Protein eine andere 
Spezifitat verleihen. Eine wiederum weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der Erfindung ist die Verwendung heterodimerer Pro- 
5 teine aus einem Monomer eines biologisch aktiven MPS 2 oder 
MP121 gemafi obiger Definition und einem Monomer eines Proteins 
aus der Superfamilie von Proteinen mit "Cystine Knot Motif", 
bevorzugt eines Mitgliedes der TGF-S Superfamilie. Ahnliche 
heterodimere Proteine sind z.B. in der WO 93/09229, EP 0 626 
10 451 A2 und J. Biol. Chem. 265 (1990), S. 13198-13205 beschrie- 
ben. Die Merkmale des Proteins konnen in Abhangigkeit von der 
Bildung von Homo- oder Heterodimeren variieren und fur thera- 
peutische Anwendungen relevant sein. 

is Die in SEQ ID NO. 2 gezeigte DNA-Sequenz, Teile davon oder eine 
Sequenz, die fur erf indungsgemafie chimare Proteine kodiert, 
konnen zur Produktion von MP52 verwendet werden. Die Expres- 
sion kann in eukaryonten und prokaryonten Wirtszellen erfol- 
gen. Geeignete Expressionssysteme sind dem Fachmann bekannt 

20 und es ist leicht f eststellbar, welcher minimale Anteil von 
SEQ ID NO. 2 erforderlich ist, urn ein exprimiertes Protein zu 
erhalten, das in den angefuhrten Versuchen Aktivitat zeigt. Zu 
den Expressionssystemen zahlen auch Virensysteme wie z.B. das 
Baculovirus- oder das Vaccinia-Virus-System. Zur Herstellung 

25 einer ausreichenden Menge der gereinigten erf indungsgemafien 
Proteine aus der Wirtszelle oder/und dem Zellkulturuberstand 
zum Einsatz bei der medizinischen Behandlung kann ein Bakte- 
rium, wie etwa E.coli oder Bacillus, ein Pilz, wie etwa Hefe, 
eine Pf lanzenzelle, wie etwa Tabak oder Arabidopsis oder eine 

30 tierische Wirbeltierzellinie, wie etwa CHO, HuTK- , NIH-3T3, 
COS oder Mo-Zellinien oder eine Insektenzellinie wie etwa von 
Spodoptera frugiperda (SF9) oder Trichoplusia ni (TN368) ver- 
wendet werden. Unter Ausnutzung rekombinanter Insektenviren 
wie z.B. Bombyx mori Nuclear Polyhedrosis Virus oder Baculovi- 

3s ren ist eine Expression auch in Insektenlarven wie etwa Bombyx 
mori oder Spodoptera frugiperda moglich. Ein solches System 
ist z.B. beschrieben bei Ishida et al. (J. Biochem. 115 
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(1994), S. 279-285). Bei der Herstellung in Bakterien kann das 
erfindungsgemafie Protein in Form von Einschlufikorpern 

(inclusion bodies) vorliegen. Diese Einschlufikorper werden 
nach an sich bekannten Methoden renaturiert, urn das Protein in 
einer aktiven Form zu erhalten. Es konnte innerhalb der Erfin- 
dung gezeigt werden, dafi eine Renaturierung zum dimeren MP52 
fur die Aktivitat notwendig ist, da monomeres MP52 keine Akti- 
vitat zeigt (siehe Figur 3) . Ahnliches gilt fur die Herstel- 
lung von MP121, die in der WO96/01316 detailliert beschrieben 
ist. 

Zur Herstellung von heterodimeren Proteinen mit anderen Mit- 
gliedern der "Cystine Knot Familie" werden beide Proteinmono- 
mere entweder in derselben Zelle oder getrennt expriraiert, 
wobei auch eine gemeinsame Renaturierung bei anfallenden For- 
men von inclusion bodies geeignet erscheint. Bei Coexpression 
in derselben Zelle sind wiederum insbesondere auch virale 
Systeme, wie z.B. das Baculoviren- System oder das 
Vaccinia-Viren System geeignet. Die Herstellung und Reinigung 
von heterodimeren Proteinen ist prinzipiell dem Fachmann be- 
kannt und z.B. in der WO 93/09229 und der EP 0 626 451 A2 
beschrieben. Heterodimere k6nnen von Homodimeren z.B. dadurch 
getrennt werden, dafi nacheinander Af f initatssaulen mit Anti- 
korpern spezifisch fur jeweils ein Monomer eingesetzt werden. 

Die Herstellung von chimaren Proteinen mit anderen Protein- 
anteilen erfordert eine entsprechende Veranderung auf 
DNA-Ebene, die dem Fachmann gelaufig ist und von ihm durch- 
gefuhrt werden kann (EMBO J. 10 (1991), S. 2105-2110; Cell 69 
(1992) S. 329-341; J. Neurosci. 39 (1994), S. 195-210). 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform verabreicht man 
zusatzlich zu biologisch aktivem MP52 oder/und MP121 in einer 
der oben erwahnten Formen naturlich vorkommende Ganglioside, 
deren Derivate, Salze oder kiinstliche Analoga. Desweiteren ist 
es bevorzugt, zusatzlich einen Wachs turns faktor zu verabrei- 
chen. Dabei handelt es sich vorzugsweise um ein Protein aus 
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der Superfamilie der Proteine mit "Cystine Knot Motif", wobei 
es sich vorzugsweise urn ein Protein aus der TGF-S- Superfami- 
lie, der NGF- /Neurotrophic Familie oder der PDGF-Familie han- 
delt. Besonders bevorzugt sind Wachstumsf aktoren, die zur 
NGF-/Neurotrophin-Familie zahlen wie z.B. die Wachstumsf akto- 
ren NGF, BDNF, NT-3 oder NT4/5. (siehe auch Guidebook to 
Cytokines and their Receptors, Nicos A., Nicola, A Sambrook 
and Tooze Publication, Oxford University Press, 1994, Seite 
140-143 und die darin zitierte Literatur) . Andere bevorzugte 
Wachstumsf aktoren sind FGF, EGF und Glial Growth Factor. Der- 
artige Korabinationen konnen zu synergistischen Wirkungen fuh- 
ren, wie es z.B. fur Mitglieder der TGF-2-Superf amilie gezeigt 
ist (Ogawa et al., J. Biol. Chem. 267 (19S2) , 14233-14237 oder 
US 5413989) . 

Soweit dies notig oder vorteilhaft ist, ist es fur den Fach- 
mann selbstverstandlich, desweiteren in der Pharmazie ubliche 
Trager-, Hilfs-, Verdunnungs- oder Fullstoffe zuzusetzen. 

Die Verabreichung einer MP52- oder/und MP121-haltigen Zusam- 
mensetzung wird zweckmafiigerweise so vorgenommen, dafi eine 
groStmogliche Wirkung erzielt wird, wobei insbesondere ein 
Einsatz nahe am Zielort von Vorteil sein kann. Die Verabrei- 
chung kann u.a. intrazerebral, oral, durch Injektion, durch 
Inhalation oder als lokale auSerliche Anwendung erfolgen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung von biologisch aktivem MP52 oder/und MP121 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung oder/und Pre- 
vention von Erkrankungen des Nervensys terns oder/und zur Be- 
handlung neuropathologischer Situationen, die durch Alterung 
des Nervensystems verursacht sind. Bevorzugte Ausfuhrungsf or- 
men und Anwendungsmoglichkeiten entsprechen hierbei den Aus- 
fuhrungsf ormen, die bereits fur den vorgenannten Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung detailliert beschrieben wurden. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Fusionsprotein, das zumindest Teile des reifen Anteils der in 
SEQ ID NO.l gezeigten Sequenz von MP52 sowie mindestens Teile 
eines anderen Proteins aus der Superfamilie der Proteine mit 
; "Cystine Knot Motif" enthalt. 

Ein derartiges erf indungsgemaSes Fusionsprotein enthalt vor- 
zugsweise 

(a) den gesamten reifen Proteinanteil aus SEQ ID NO.l sowie 
gegebenenf alls weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID 
NO.l gezeigten Proteinsequenz; 

(b) den reifen Anteil der in SEQ ID NO.l gezeigten Proteinse- 
quenz, jedoch mit verandertem N-Terminus, bevorzugt einem 
vorangestellten Methionin; oder 

(c) den reifen Anteil der in SEQ ID NO.l gezeigten Pro- 
teinsequenz oder Teile davon, welche aufgrund ihrer 
Herkunft aus anderen Wirbeltieren Abweichungen auf- 
weist, jedoch im wesentlichen die gleiche Aktivitat 
beibehalt . 



Die Herstellung solcher Fusionsproteine ist bereits oben be- 
schrieben ebenso beispielhaf te geeignete Proteine, aus denen 
der nicht MP52-Proteinteil abgeleitet werden kann. 

Wiederum ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
ist ein heterodimeres Protein, das mindestens einen Teil der 
in SEQ ID NO.l gezeigten Sequenz des reifen MP52-Proteins als 
ein Monomer sowie ein zweites Monomer eines anderen Proteins 
aus der Superfamilie der Proteine mit "Cystine Knot Motif" 
enthalt. Auch hier ist es wiederum bevorzugt, dafi der MP52- 
Anteil (das MP52 -Monomer) 

(a) den gesamten reifen Proteinanteil aus SEQ ID NO.l sowie 
gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID 
NO.l gezeigten Proteinsequenz; 

(b) den reifen Anteil der in SEQ ID NO.l gezeigten Proteinse- 
quenz, jedoch mit verandertem N-Terminus, bevorzugt einem 
vorangestellten Methionin; oder 
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(c) den reifen Anteil der in SEQ ID NO.l gezeigten Pro- 
teinsequenz oder Teile davon, welche aufgrund ihrer 
Herkunft aus anderen Wirbeltieren Abweichungen auf- 
weist, jedoch im wesentlichen die gleiche Aktivitat 
s beibehalt, 
enthalt . 

Die Herstellung von heterodimeren Proteinen sowie Proteine, 
die sich als Zweitmonomer eignen, sind wiederum bereits oben 
10 in der Beschreibung erwahnt. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Arzneimittel zur Behandlung und Prevention von Erkrankungen 
des Nervensys terns oder/und zur Behandlung neuropathologischer 
is Situationen, die durch Alterung des Nervensystems verursacht 
sind und die eine biologisch wirksame Menge von MP52 oder/und 
MP121 als Wirkstoff enthalt en. Das erf indungsgemaSe Arznei- 
mittel enthalt als biologisch aktiven MP52 vorzugsweise 

(a) den reifen Anteil und gegebenenf alls weitere funktionelle 
20 Anteile der in SEQ ID NO.l gezeigten Proteinsequenz ; 

(b) Teile des reifen Proteins, die im wesentlichen dieselbe 
Aktivitat aufweisen; 

(c) reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

25 (d) ein reifes Protein oder Teile davon, welches aufgrund 
seiner Abstairanung aus anderen Wirbeltieren Abweichung in 
der Aminosauresequenz aufweist, jedoch im wesentlichen 
dieselbe Aktivitat beibehalt. 

30 In einer zweiten bevorzugten Form enthalt das erf indungsgemaSe 
Arzneimittel als biologisch aktiven MP121 

(a) den reifen Anteil und gegebenenf alls weitere funktionelle 
Anteile der in SEQ ID NO. 3 oder 4 gezeigten Proteinse- 
quenz ; 

is (b) Teile des reifen Proteins, die im wesentlichen dieselbe 
Aktivitat aufweisen; 



(d) 
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(O reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 
ein reifes Protein oder Teile davon, welches aufgrund 
seiner Abstammung aus anderen Wirbeltieren Abweichung in 
der Aminosauresequenz aufweist, jedoch im wesentlichen 
dieselbe Aktivitat beibehalt. 

Die Therapiemeglichkeiten des Proteins kdnnen abhangig von der 
Bildung von Hotnodimeren oder Heterodimeren mit anderen Protei- 
10 nen mit -Cystine Knot Motif" und insbesondere TGP-fi- oder NGF- 
Proteinen sowie durch Verwendung chimarer Proteine variieren 
Solche Strukturen konnen sich ebenfalls fur klinische Anwen- 
dungen geeignet erweisen und bilden daher ebenfalls einen 
Gegenstand der vorliegenden Anmeldung. 

15 

OmfaSt sind sontit auch pharmazeutische Zusammensetzungen, die 
erfindungsgemaEe heterodimere Proteine und/oder Fusionspro- 
teine enthalten. Von Vorteil kann bei einer pharmazeuti schen 
Zusammensetzung auch die Kombination von MP52 oder MP121 mit 

20 anderen Proteinen der TGF-S Superfamilie wie z.B. GDNF, den 
TGF-fi S/ den BMPs und den Aktivinen oder mit Proteinen der 
NGF-/Neurotrophin-Familie wie z.B. dem NGF, den Neurotrophinen 
wie z.B. NT-3, -4/5 oder BDNF (Brain-Derived Neurotrophic 
Factor) oder auch Wachstumsf aktoren wie FGF (Fibroblast Growth 

25 Factor) . EGF (Epidermal Growth Factor) , Glial Growth Factor, 
PDGF (Platelet -Derived Growth Factor) sein. Solche Kombinatio- 
nen sind ebenfalls Gegenstand der Anmeldung. 

Gegebenenfalls umfafit eine erf indungsgemaSe Zusammensetzung 
30 neben den Wirkstoffen pharmazeutisch akzeptablen Trager-, 
Hilfs-, Verdunnungs- oder/und Fullstoffe. 

Bevorzugt kann eine solche Zusammensetzung auch naturlich 
vorkommende Ganglioside, deren Derivate, Salze oder kunstli- 
35 chen Analoga umfassen. 
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Zur Behandlung oder Prevention von Nervenerkrankungen konnen 
MP52 oder MP121 injiziert, oral, nicht-oral, intrazerebral, 
durch Inhalation, als lokale, aufierliche Anwendung oder durch 
jegliche andere pharmazeutisch ubliche Methode verabreicht 
5 werden. Die Dosis liegt im Bereich von 0,1 bis 1000 pg/kg 
Korpergewicht . 

Denkbar ist eine Applikation von biologisch aktivem MP52 
odcr/und MP121 bzw. von erf indungsgemafien heterodimeren Pro- 

10 teinen und/oder chimaren Proteinen z»B. aber auch uber implan- 
tierte embryonale Stammzellen, die zuvor durch Transfektion 
geeigneter DNA Elemente zu einer konstitutiven Expression der 
erf indungsgemafien Proteine, insbesondere von MP52 oder MP121 
gebracht wurden. Weiterhin moglich ist eine Bereitstellung der 

is erf indungsgemafien Proteine, insbesondere von biologisch akti- 
vem KP52 oder MP121, durch bestimmte virale Systeme. Somit ist 
es m5glich, geeignete Vektoren mit der erf indungsgemafien DNA 
Sequenz in vitro oder in vivo in Patientenzellen zu transfi- 
zieren oder die Vektoren in vitro in Zellen zu transf izieren 

20 und diese dann einem Patienten zu implantieren. 

Weiterhin ist die Anwendung dieser pharmazeutischen Zusammen- 
setzung nicht auf Menschen beschrankt, sondern kann auch Tie- 
re, insbesondere Haustiere umfassen. 

25 

Generell konnen mit den erf indungsgemafi verwendeten Proteinen 
Krankheiten des Nervensystems behandelt werden, die in irgend- 
einer Form mit der Expression von MP52 bzw. MP121 zusammen- 
hangen oder auf MP52 oder MP121 auf irgendeine Weise anspre- 

30 chen, einerseits durch die Erhohung der Menge bzw. der Aktivi- 
tat an vorhandenem MP52 oder MP121, auf der anderen Seite auch 
durch Unterdruckung der MP52- bzw. MP121-Aktivitat . Eine Un- 
terdruckung der MP52- bzw. MP121-Aktivitat kann durch Hemmung 
der Transkription und/oder der Translation z.B. durch dem 

35 Fachmann bekannte Antisense-Nukleinsauren erfolgen. Eine an- 
dere Moglichkeit ist die Bindung von Molekulen an MP52- oder 
MP121-Rezeptoren, die im Gegensatz zu MP52 bzw. MP121 keine 
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Signalweiterleitung auslosen. Es sind ciaher im Rahmen der 
Erfindung auch die Rezeptoren fur MP52 oder MP121 an Zellen 
von Interesse. Zum Auffinden von Rezeptoren konnen zunachst 
verschiedene Zellinien auf ihr Bindungsverhalten von radio- 
aktiv markiertetn MP52 bzw. MP121 ( 125 J-MP52 oder 125 J-MP121) mit 
anschlieSenden cross-linking getestet werden. Von Zellen, die 
MP52 bzw. MP121 binden, kann nachfolgend eine cDNA Bibliothek 
in einem Expressionsvektor (z.B. erhaltlich bei InVitrogen) 
angelegt werden. Zellen die mit Rezeptor cDNA transfiziert 
wurden, konnen dann uber die Bindung von radioaktiv markiertem 
MP52 bzw. MP121 selektiert werden. Dies sind dem Fachmann 
bekannte Methoden, wie sie z.B. fur die Isolierung von 
Aktivin- (Mathews, L.S. & Vale, W.W. Cell 65 (1991) S. 973-982) 
und TGF-S-Rezeptoren Typ II (Lin et al. Cell 68 (1992) 
S. 775-785) verwendet wurden. Es ist in Analogie zu den 
bekannten Aktivin-, TGF-S- und BMP- Rezeptoren zu vermuten, 
da£ es sich bei den Rezeptor fur MP52 und MP121 ebenfalls urn 
einen in diese Familie gehdrenden Rezeptorkomplex handelt, so 
daS zum Auffinden von Teilen des heteromeren Komplexes weitere 
dem Fachmann bekannte Methoden wie z.B. PCR mit degenerierten 
Oligonukleotiden verwendet werden konnen. Diese Methode ist 
z.B. auch bei dem Aktivin-Rezeptor Typ I, TGF-E-Rezeptoren Typ 
I und BMP-Rezeptoren Typ I angewendet worden (Tsuchida et al. 
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 11242-11246; Attisano et 
al. (1993) Cell 75, 671-680; Franzen et al. (1993 ) Cell 75, 
681-692; ten Dijke et al. (1994) J. Biol. Chem. 269, 16985- 
16988; Koenig et al. (1994) Mol . Cell. Biol. 14, 5961-5974). 

Die Erfindung soli durch die folgenden Beispiele veranschau- 
licht werden. 

Beispiel 1: 

Eukaryontische Expression und Reinigung von MP52 

Fur die Expression von MP52 wurden Vaccinia Viren gewahlt, 
deren Verwendung ausfuhrlich und fur den Fachmann nacharbeit- 
bar in den Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et 
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al., Greene Publishing Associates and Wiley- Interscience, 
Wiley & Sons (1989-1995)) im folgenden abgekurzt mit CP unter 
Chapter 16 Unit 16.15-16.18 beschrieben ist . Die cDNA mit dem 
gesamten kodierenden Bereich fur MP52 wurde in den Vektor pBPl 
kloniert. Das resultierende Plasmid (pBPlMP52s) wurde bei der 
DSM (Hinterlegungsnummer 9217) am 24. Mai 1994 hinterlegt und 
fur die Herstellung von rekombinanten Vaccinia Viren wie in WO 
95/04819 offenbart eingesetzt. Die Expression von MP52 in 143B 
Zellen (HuTk-, ATCC CRL 8303) nach Infektion mit rekombinanten 
Vaccinia Viren erfolgte wie offenbart in WO 95/04819. Die 
Teilreinigung von MP52 erfolgte, wie in derselben Offenbarung 
beschrieben, uber eine Heparin Saule (HiTrap™, Pharmacia 
#17-0407-01) und einer anschlieEenden Reversed Phase HPLC 
(C8-Saule, Aquapore RP300, Applied Biosystems, PartikelgroSe : 
7 fim, Porengrofie: 300 A) . Die Fraktionen mit MP52 wurden ge- 
poolt, lyophilisiert und bei -80°C aufbewahrt. 

Beispiel 2: 

Prokaryontische Expression, Reinigung und Riickfaltung zum 
aktiven MPS 2 

Die mogliche Expression von MP52 in E.coli ist bereits in WO 
93/16099 und WO 95/04819 offenbart, die Expression von reifem 
MP52 auch mit angehangten Histidinen am N-Terminus ist eben- 
falls offenbart (WO 95/04819) . Die zusatzlichen Histidine er- 
leichtern die Auf reinigung des Proteins durch Bindung an Me- 
tallchelat-Saulen. Nach Auf reinigung kann das in E.coli als 
Monomer exprimierte reife MP52 Protein dann zu einem Dimer zu- 
ruckgefalten werden. Der grofite Teil des reifen Anteils von 
MP52 (Aminosaure 383 bis 501 in SEQ ID NO. 2) mit 10 zusatzli- 
chen Aminosauren einschlieSlich 6 Histidinen am N-Terminus 
(MHHHHHHKLI) wurde in dem prokaryontischen Vektor pBP2 expri- 
miert. Dieser Vektor ist ein pBR322 Derivat mit Ampicillinre- 
sistenz, der zusatzlich den T7 Promoter aus dam pBluescript II 
SK Plasmid (Stratagene) enth&lt. Weiterhin enthait der Vektor 
nach dem T7-Promoter eine ribosomale Bindestelle und ein 
Startcodon als Teil einer Nde I Restriktionsschnittstelle ge- 
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folgt von 6 Codons fur Histidin. Hinter mehreren Restriktions- 
schnittstellen (Hind III, Eco RI, Xho I, Bam HI, Sma I und Apa 
I) fur die Insertion von Inserts sowie Stopcodons in alien 
drei Leserahmen folgt ein Terminator (T0) . Das Plasmid 
pBP2MP52His wurde am 2. Juni 1995 bei der DSM (Hinterlegungs- 
nummer: DSM 10028) hinterlegt. Derselbe Vektor wurde unter 
Ausnutzung der Nde I Restriktionsschnittstelle zur Expression 
des reifen MP52 (Aminosaure 382 bis 501 in SEQ ID NO.l) mit 
nur einem zusatzlichen Methionin am N- Terminus verwendet. Das 
Plasmid pBP2MP52m wurde am 2. Juni 1995 bei der DSM (Hinter- 
legungsnummer: DSM 10029) hinterlegt. Die Expression von MP52 
Protein mit (MP52His) oder obne (MP52m) Histidin Anhang kann 
durch gleichzeitige Bereitstellung von T7-RNA Polymerase er- 
folgen. Die T7-RNA Polymerase kann uber verschiedene Methoden 
bereitgestellt werden, wie z.B. ein zweites Plasmid mit einem 
Gen fur T7 RNA Polymerase oder durch Infektion mit Phagen, die 
fur die T7 RNA Polymerase kodieren oder aber durch spezielle 
Bakterienstamme, die das Gen fur T7 RNA Polymerase integriert 
haben. Unter Verwendung des Bakterienstammes BL21 (DE3)pLysS 
(Novagen, #69451-1) und Induktion der T7 RNA Polymerase nach 
Herstellerangaben mit IPTG, wird das MP52 Protein mit und ohne 
His -Tag in EinschluSkdrpern gebildet aus denen die Proteine 
nach Standardmethoden isoliert werden konnen. Aufgrund des 
His -Tag kann MP52His Protein iiber metallchelatbildende Saulen 
wie z.B. beschrieben in Hochuli et al. (BIO/Technology Vol. 6, 
1321-1325 (1988) ) gereinigt werden. MP52His und MP52m wurden 
weiter iiber eine Reversed Phase HPLC gereinigt. Es wurde eine 
Reversed Phase Saule (Nucleosil 300-7C4 von Macherey-Nagel , 
Art. 715023) mit einer FluSrate von 2 ml/min und einem Aceto- 
nitrilgradienten in 0.1 % TFA von 0 bis 90% in 100 min ver- 
wendet. Unter diesen Bedingungen beginnt die Elution von mono- 
merem MP52His und MP52m bei ca. 35% Acetonitril. Der Nachweis, 
daS es sich um MP52 Protein handelt, wurde jeweils iiber 
Western blot Analyse mit MP52 spezifischen Antikorpern ge- 
fiihrt. MP52m (121 Aminosauren) bzw. MP52His (129 Aminosauren) 
zeigen in SDS-Polyacrylamid-Gelen (15%) ein apparentes Moleku- 
largewicht von ca. 14 kD (theoretisches Molekulargewicht : 13.7 
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kD) bzw. 15 kD (theoretisches Molekulargewicht : 14.8 kD) wie 
es nach Silberf arbung in Figur 1 gezeigt ist. 

Om biologisch aktives Material zu erhalten, kann das in E.coli 
exprimierte und aufgereinigte monomere MP52 zu einem dimeren 
MP52 zuriickgefaltet werden. Dies kann nach dem Fachmann be- 
kannten Methoden, wie z.B. beschrieben von Jaenicke, R. & 
Rudolph, R. (Protein structure, ed. Creighton, T.E., IRL 
Press, chapter 9 (1989)), erfolgen. Da fur jedes Protein die 
Bedingungen zum Ruckfalten im einzelnen variieren, wurden die 
Bedingungen fur die Proteine MP52His und MP52m in Hinblick auf 
die Solubilisierung sowie pH-Werte, Temperatur und Redox - 
systeme wahrend der Renaturierung getestet. Fur die Solubili- 
sierung der gereinigten und lyophilisierten MP52 Proteine 
zeigten sich typische Reagenzien wie Harnstoff und Guanidi- 
niumchlorid als geeignet. Vorzugsweise erfolgte die Solubili- 
sierung uber 2 Stunden bei Raumtemperatur in Solubilisierungs- 
puffer (6 M Guanidiniumchlorid, 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 3 mM 
DTT pH 8.0) auf eine Endkonzentration von 2.6 mg MP52His oder 
MP52m pro ml. Das Solubilisat wurde dann zu Renaturierungs- 
puffer vorzugsweise in einer Endkonzentration von 150 - 200 /zg 
MP52His oder MP52m pro ml gegeben. 

Fur die Renaturierung zeigte sich, daS die Verwendung hoher pH 
Bereiche (pH 8-10) sich gunstig auf das Zuruckfalten zu 
aktiven MP52-Dimer Proteinen auswirkte. Dabei konnen gangige 
Puf fersysteme wie Phosphat- oder Tris-Puffer mit 1-2 M NaCl 
und weiteren Zusatzen wie z.B. EDTA (2-10 mM) und Chaps (15 - 
50 mM) verwendet werden. Es konnen in der Literatur beschrie- 
bene (z.B. Jaenicke, R. & Rudolph, R. , Protein structure, ed. 
Creighton, T.E., IRL Press, chapter 9 (1989)), gangige Redox- 
systeme wie z.B. oxidiertes und reduziertes Glutathion (z.B.: 
1 mM GSSG, 2 mM GSH) eingesetzt werden. Das Zuruckfalten kann 
effektiv im Bereich von 4°C bis Raumtemperatur uber z.B. 48 
Stunden durchgefuhrt werden. MP52 Proteine lassen sich unter 
solchen Bedingungen zu 50-90 % in die dimere Form uberfuhren. 
Die genannten Bedingungen sind als beispielhaf t zu betrachten 
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und sind nicht limitierend. Es ist dem Fachmann moglich, durch 
Variation einzelner Bedingungen, MP52 mit ahnlichen Effizien- 
zen in ein dimeres aktives Protein zu tiberfuhren. Die Analyse 
der ruckgefalteten Proteine erfolgte uber Reversed Phase HPLC 
sowie in silbergef arbten Gelen. Fur die HPLC wurden die MP52 
Proteine an eine Saule (Aquapore RP-300, 7 pirn, Applied Bio- 
systems) bei 35 % Puffer B (Puffer A: 0,1 % TFA in Wasser; 
Puffer B: 90 % Acetonitril, 0.1 % TFA) mit einer Flufirate von 
0.2 ml/min gebunden. In einem Acetonitrilgradienten von 35 bis 
60 % Puffer B uber 50 min lassen sich die monomeren und dime- 
ren MP52 Proteine voneinander trennen (siehe Figur 2) . Der 
Anteil von riickgef altetem MP52His bzw. MP52m wird auf ca. 
70-90 % geschatzt. In 15 % Polyacrylamid Gelen lauft das di- 
mere MP52m bei ungefahr 22 kD (theoretisches Molekulargewicht : 
27,4 kD) und MP52His bei ungefahr 24 kD (theoretisches Moleku- 
largewicht: 29,6 kD) abgeschatzt nach einem Molekulargewichts- 
marker (siehe Figur 1) .Der Histidin Anhang zeigt dabei keine 
signifikante Beeinf lussung der Ruckf altungseff izienz . Testet 
man die Aktivitat beider Proteine uber die Bestimmung der 
alkalischen Phosphatase (ALP) Aktivitat auf ROB-C26 Zellen, 
wie es z.B. in WO 95/04819 offenbart ist, so zeigt sich, daf§ 
MP52His trotz des verSnderten N-Terminus aktiv ist, die Akti- 
vitat gegeniiber MP52m aber leicht reduziert ist. 

Beispiel 3: 

Einf lufi von MPS 2 auf dopaminerge Neurone 

Zur Uberprufung des Einflusses von MP52 auf dopaminerge Neuro- 
ne wurden Neurone vom Mittelhirnboden von 14 Tage alt en 
Rattenembryonen (E14) nach einer Methode beschrieben bei 
Shimoda et al. (Brain Res. 586, 319-331 (1992)) isoliert. Die 
Vereinzelung und Kultivierung der Zellen erfolgte wie be- 
schrieben bei Krieglstein et al. (Neuroscience 63, 1189-1196 
(1994)). Die Zelldichte betragt 200.000 Zellen/cm 2 auf Poly- 
ornithin/Laminin beschichteten Deckglasera. Nach 24 Stunden 
Kultivierung und anschliefiend alle drei Tage wurden zwei Drit- 
tel des Mediums (500 fil) entfernt und ers-etzt durch frisches 
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Medium mit den entsprechenden Zusatzen. Das nach der 
Heparin-Sepharose und Reversed Phase HPLC lyophilisierte teil- 
gereinigte MP52 wurde in 50% Acetonitril gel6st und dem Medium 
zugesetzt. Gleiches erfolgte mit zuruckgef altetem land gerei- 
nigtem MP52His. Die Endkonzentration von MP52 bzw. MP52His im 
Medium betragt 20 ng/ml (Endkonzentration von Acetonitril ist 
0.3 %) . Als Kontrolle wurde eine vergleichbare Menge von ge- 
reinigtem monomerem MP52His in 50% Acetonitril gelost und 
eingesetzt. Die Mediumkontrolle enthSlt ebenfalls 0.3 % Aceto- 
nitril. Nach acht Tagen wurden die Kulturen in 4% Paraformal- 
dehyd ftir 10 min bei Raumtemperatur fixiert, die Zellen mit 
Aceton (10 min, -20°C) permeabilisiert und mit PBS (Phosphate 
buffered saline) gewaschen. Nach Behandlung mit 1% H 2 0 2 in PBS, 
waschen und Blocken mit Pferdeserum erfolgte eine immuncyto- 
chemische Farbung. Die Tyros inhydroxylase (TH) ist ein limi- 
tierendes Enzym bei der Biosynthese von Dopamin und anderen 
Katecholaminen, so daS TH in den vorliegenden Kulturen 
(Noradrenalin enthaltende Zellen werden nicht isoliert) als 
Marker fur dopaminerge Neurone verwendet werden kann. TH wurde 
nachgewiesen uber eine einstundige Inkubation bei 37 °C mit 
einem Maus monoklonalen Antikorper gegen Ratten TH (1:200 
verdunnt, Boehringer Mannheim) und nachf olgender Detektion mit 
dem Vectastain ABC kit (Vecto Labs) . Die TH-positiven Zellen 
wurden in einer Flache von 0.12 cm 2 ausgezahlt. Fur die immun- 
cytochemische Farbung von GFAP (glial fibrillary acidic 
protein) wurden die fixierten Zellen mit Aceton (20 min, 20°C) 
permeabilisiert und mit PBS (Phosphate buffered saline) gewa- 
schen. Nach Inkubation mit einem 1:200 verdunnten Maus mono- 
klonalen Antikorper gegen GFAP (Sigma) folgte eine Inkubation 
mit einem Peroxidase gekoppelten Antikorper gegen den monoklo- 
nalen Maus Antikorper. Die Visualisierung erfolgte nach Stan- 
dardmethoden durch Zugabe des Enzym Substrates DAB (Diamino- 
benzidin) . 
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Beispiel 4 : 

Untersuchung zur Transkription von MP52 in Gehirn und Rucken- 
mark 

Zur Feststellung, ob MP52 in Gehirn und/oder Ruckenmark trans- 
kribiert wird, wurde die total RHA aus Ruckenmark von Ratten 
und Gesamtgehirn bzw. einzelnen Regionen des Gehirns aus Mau- 
sen nach Standardraethoden isoliert und nach dem Fachmann be- 
kannten Methoden in cDNA umgeschrieben . Die cDNA, die aus 
jeweils 100 ng RNA gewonnen wurde, wurde in eine PCR (Polyme- 
rase Chain Reaction) eingesetzt. Die fur die Amplif ikation 
eingesetzten Primer ( CAACAGCAGCGTGAAGTTGGAG und 
ACTAATGTCAAACACGTACCTCTG ) befinden sich bei humaner genomi- 
scher DNA auf unterschiedlichen Exonen, so daB genomische DNA 
von cDNA unterschieden werden kann. Als Kontrolle wurden 0,5 
/xg genomische Maus DNA eingesetzt, die ebenfalls kein PCR 
Fragment wie cDNA ergibt. Die PCR wurde uber 30 Cyclen (94 °C, 
54 0 C, 72°C) in je 50 ill Reaktionsansatz (je 200 iiM NTPs, 30 
pmol jeden Primers, 16.6 mM (NH 4 ) 2 SO«, 67 mM Tris/HCL pH 8.8, 
2 mM MgCl 2 , 6,7 ttM EDTA, 10 mM S-Mercaptoethanol , 170 ng/ml 
BSA, 5 U AmpliTaq (Perkin Elmer #N8080160) durchgef iihrt . Ein 
Drittel der PCR Produkte wurden im 4% Agarose Gel aufgetrennt, 
im Southern blot auf Membranen transferiert und durch Hybri- 
disierung mit einer MP52 Probe die Spezifitat der PCR Frag- 
mente nachgewiesen . Es konnte gezeigt werden, dafi MP52 sowohl 
im Ruckenmark als auch in einzelnen Gehirnregionen transkri- 
biert ist. 

Beispiel 5 : 

Eukaryontische Expression und Reinigung von MP121 

Fur die Expression von MP121 wurden wie fur MP52 in Beispiel 1 
Vaccinia-Viren gewahlt. Die cDNA mit dem gesamten codierenden 
Bereich fur MP121 wurde in den Vektor pBPl kloniert (das 
resultierende Plasmid pBPlMP121 wurde am 12.01.95 bei der DSM 
unter der Nummer 9665 hinterlegt) und zur Herstellung von 
rekombinanten Vaccinia-Viren eingesetzt. Bei Infektion von 
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Zellen, wie z.B. NIH-3T3 Zellen (DSM ACC 59, swiss mouse 
embryo) , mit den rekombinanten Viren, kommt es zur Expression 
von MP121. Die einzelnen Schritte sind detailliert in der 
WO96/01316 offenbart. Im Zuge der Expressionsversuche wurden 
s auch andere Zellinien getestet. Dabei stellt sich uberraschen- 
derweise heraus, daS bei einigen Zellinien neben dem dimeren 
MP121 auch deutliche Mengen eines monomeren MP121 gebildet 
werden. Da dieses Monomer bei der Analyse im Polyacrylamidgel 
(mit anschlieSender Detektion durch Westernblot -Analyse) 

10 schneller lauft als das durch Reduktion des Dimers erhaltene 
Monomer, muS es sich um ein gefaltenes monomeres MP121, das 
eine globularere Struktur aufweist, handeln. Als Beispiel ist 
in Figur 5 die Expression von MP121 in HepG2-Zellen (Hepato- 
zellulares Karzinom, Mensch, ATCC HB8065) gezeigt. Da mitt- 

is lerweile durch Northern blot -Analyse gezeigt werden konnte, 
dafi MP121 in HepG2 (Hepatozytenzellinie aus der Leber) natur- 
lich exprimiert wird, ist davon auszugehen, daS auch der mono- 
meren Form von MP121 eine physiologische Bedeutung zukommen 
kann. Das monomere MP121 tritt neben dem dimeren MP121 in 

20 signif ikanten Mengen, z.B. auch auf in MvlLu (NBL-7, Lunge, 
Nerz, ATCC CCL 64) oder Hela (Epitheliales Karzinom, Gebarmut- 
terhals Mensch, ATCC CCL 2) . 

Bei Expressionsversuchen von MP121 unter Ausnutzung des 
2s Baculoviren- Systems in Insektenlarven (Trichoplusia ni) wurde 
die dimere Form in der Haemolymphe gef linden. 

Die Teilreinigung von MP121 aus Zellkulturiiberstand erfolgte 
wie in der WO96/01316 beschrieben uber Phenyl -Sepharose und 

30 Reversed Phase HPLC. Parallel wurde nach derselben Methodik 
die entsprechende Menge Zellkulturiiberstand nach Infektion mit 
Wildtyp Viren (wt) als Kontrolle auf gearbeitet . Es konnte bei 
Versuchen zur Verbesserung der Reinigung gezeigt werden, daS 
die alternierende Verwendung von Laufmitteln, die TFA (Tri- 

35 f luoressigsaure) oder HFBA (Heptaf luorbutters&ure) enthalten 
kombiniert mit geanderten Gradient enverlauf en, der Reinheits- 
grad von MP121 wesentlich erhoht werden konnte/ Dazu wird z.B. 
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zunachst eine Saule (Aquapore RP-300, Applied Biosystems, 
Partikelgrofie: 7 fim) bei einer Flufcgeschwindigkeit von 0,2 
ml/min mit 0,1 % TFA (1,36 % Acetonitril pro min) , dann eine 
Saule mit 0,2 % HPBA (0,23 % Acetonitril pro min) und zum 
SchluS eine Saule noch mal mit 0,1 % TFA (0,23 % Acetonitril 
pro min) im Laufmittel eluiert. Die eluierten Fraktionen die 
MP121 enthalten konnen nach jedem Lauf vereinigt, lyophili- 
siert und dann ftir den Auftrag auf die neue Saule in 0,1 % 
TFA/H 2 0 resuspendiert werden. Zum Schlufi wurden die lyophili- 
sierten Proben bis zum Gebrauch bei -70°C gelagert. Die Men- 
genabschatzung erfolgte in Western blot-Analysen im Vergleich 
mit MP121m (AminosSure 237 bis 352 in SEQ. ID. NO. 2 mit einem 
zusatzlichen Methionin am N-Terminus) , das ahnlich wie MP52, 
in E.coli, allerdings unter Verwendung des Stammes HMS 174 
.(DE3) (Novagen #69453) hergestellt wurde. Die Reinigung er- 
folgte nach Standardmethoden aus EinschluSkorpern mit an- 
schlieSendem Waschen der EinschluSkorper mit 2 M Guanidinium- 
chlorid/HCl in 20 mM Tris pH 8.0 (unter Ultraschall) und Re- 
suspension in 6M Guanidiniumchlorid/HCl in 20 mM Tris pH 8,0 
mit anschliefiender Reinigung uber die Reversed Phase nach 
Standardmethoden . 

Beispiel 6 : 

EinfluS von MP52 und MP121 auf Neurone der Retina 

Urn den EinfluS von MPS 2 und MP121 in einem anderen System zu 
untersuchen, wurden Gewebekulturen von Retina aus Huhner- 
embryonen isoliert. Die Methode zur Isolation von ungefahr 
gleich groSen scheibchenf ormigen Gewebestuckchen aus der Reti- 
na ist im Detail beschrieben bei Carri, N.G. und Ebendal, T. 
(Dev. Brain Res., Vol. 6 (1983), 219-229), Carri, N.G. und 
Ebendal, T. (Anat. Rec, Vol. 214 (1986), S. 226-229) und 
Carri, N.G. et al. (J. Neurosci. Res. Vol. 19 (1988), S. 
428-439) . 



In diesem Versuchen miSt man in vitro die Stimulation des 
Auswachsens von Nervenfasern aus embryonalen Retina Explanta- 
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ten auf einer Kollagen-Matrix. Kurz beschrieben werden die 
Gewebeteile mit einer Glaskapillare aus der Retina von Huhner- 
embryonen (WeiiSes Leghorn, 6. Tag der Embryonalentwicklung) 
entnommen und durch wiederholtes Waschen das Pigmentepithel 
s der Retina und mesenchymale Zellen entfernt. Die so behandel- 
ten Gewebeteilchen wurden auf Kollagen beschichteten Kultur- 
schalen uberfuhrt und uber Nacht inkubiert (37,5°C, 5 % C0 2 ) . 
AnschlieSend werden die entsprechenden Faktoren oder Kontrol- 
len zugesetzt und die Kulturen weiter inkubiert. Fur MP52 

10 wurde das dimere MP52m, so wie es in Beispiel 2 beschrieben 
ist, in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Das monomere 
MP52, das bislang in keinem Versuch Aktivitat gezeigt hat, 
wurde als negative Kontrolle in den entsprechenden Konzentra- 
tionen eingesetzt. Fur MP121 wurde das in Beispiel 5 beschrie- 

is bene teilgereinigte Material nach Phenyl -Sepharose und 
Reversed Phase HPLC in verschiedenen Konzentrationen einge- 
setzt. Das nach Wildtyp-Inf ektion entsprechend gewonnene Mate- 
rial wurde als Kontrolle eingesetzt. Als unabhangige Kontrolle 
wurden die Explantate in Kulturmediutn mit etwas Rinderserum- 

20 albumin gehalten. 

Die Proteine wurden in einem w&Srigen Puffer oder 50 % Aceto- 
nitril gelost und im Kulturmediutn auf Endkonzentrationen von 
1,25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 
25 ng/ml weiterverdunnt . Die Art des Losens hatte keinen EinfluE 
auf das Ergebnis. 

Nach vier Tagen in Kultur wurde die maximale Lange der fuhren- 
den Nervenbundel unter dem Mikroskop im Dunkelfeld gemessen. 

30 Wie in Tabelle 1 und 2 gezeigt, stimulieren sowohl MP52 als 
auch MP121 dosisabhangig das Auswachsen der Neurite. MP52 hat 
die maximale Aktivitat im Bereich von 25 - 100 ng/ml und MP121 
zeigt maximale Aktivitat im Bereich von ca. 25 ng/ml, was 
einer tatsachlichen Faserlange von 1,3 - 1,7 mm bzw. 1,7 mm 

35 gegeniiber 0,2 mm fur die Negativ- Kontrolle entspricht. Monome- 
res MP52 und die Wildtyp-Kontrolle zeigten keine Stimulation, 
die uber die Negativ-Konrolle hinaus ging. 
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dimeres MP52m (ng/ml) 

1,25 

12,5 

25 

50 

100 

200 



10 



15 



20 



Lange (Einheiten) 

15/9/4/13 

25/18/10/21 

74/38/48/47/27/30 

62/65/52/51/50/62 

26/33/61/70/57/61 

10/13/11/9 



Mittelwert + SEM 

10,2 ± 2,4 
18,5 ± 3,1 
44,0 ± 6,9 
57,0 ± 2,4 
51,5 ± 7,3 
10,7 ± 0,8 



Tabelle 1: Lange der retinalen Neurite nach 4 Tagen Kultur 

unter Einwirkung verschiedener Konzentrationen 
von MP52. Die Neuritlangen der Kontrollen, die 
nur Kulturmedium enthielten, betrugen 
5,5/8/10/11/4,8/7 Einheiten mit einem Mittel- 
wert .von 7,7 Einheiten (SEM 1,0). Die Neurit- 
langen der Kontrollen mit monomeren MP52m 
(gleiche Konzentrationen wie fur dimeres MP52m) 
ergaben im Mittel gleiche Langen wie die Kon- 
trolle, die nur Kulturmedium enthielt. 
Eine Einheit entspricht einem tatsachlichen 
MaSstab von 0,03 mm in der Kulturschale . 



Tabelle 2 
25 MP121 (ng/ml) 

1,25 

12,5 

25 

50 
30 100 

200 

Tabelle 2: 

35 



Lange (Einheiten) 
7/12/5/6 
19/20/13/26 
50/52/60/71/65/53 
37/32/48/41/36/20 
21/8/19/18 
11/8/12/10 



Mittelwert ± SEM 
7,5 ± 1,5 
19,5 ± 2,6 

58.5 ± 3,4 

35.6 ± 3,8 
16,5 ± 2,9 
10,2 ± 0,8 



Lange der retinalen Neurite nach 4 Tagen Kultur 
unter Einwirkung verschiedener Konzentrationen 
von MP121. Die Neuritlangen der Kontrolle mit 
parallel gereinigtem Zellkulturuberstand aus 
der Wildtyp-Infektion ergaben im Mittel gleiche 
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Langen wie die Kontrolle, die nur Kulturmedium 
enthielt (siehe Text zu Tabelle 1) . 
Eine Einheit entspricht einem tatsachlichen 
Mafistab von 0,03 mm in der Kulturschale. 

Detaillierte Beschreibung der Figuren: 



Figur 1: Silbergef arbtes 15%iges Polyacrylamidgel mit je 0,2 
ptg MP52His (Spur 2 und 4) oder 0,2 fig MP52m (Spur 3 

10 und 5) nach Aufreinigung der monomeren Form (Spur 2 

und 3) bzw. nach dem Zuruckfalten zum dimeren akti- 
ven Protein und Abtrennung restlicher Monomere uber 
die HPLC (Spur 4 und 5) . Der Molekulargewichtsmar- 
ker (15 kD, 25 kD, 35 kD, 50 kD, 75 kD, 100 kD, 150 

is kD) in Spur 1 ist von Novagen (#69149-1) . 

Figur 2: Das Chromatogramm zeigt das Laufverhalten von so- 
lubilisiertem monomerem MP52His (*•") sowie die 
Trennung von dimerem MP52His von rest lichen mono- 

20 meren Formen nach dem Renaturieren ( ) auf 

einer Reversed Phase HPLC. Dimeres MP52His eluiert 
unter den gewahlten Bedingungen friiher als die 
monomere Form. Der Acetonitrilgradient bezogen auf 
% Puffer B ist ebenfalls eingezeichnet . 

25 

Figur 3: Anzahl der uberlebenden TH-immunreaktiven dopami- 
nergen Neurone nach Isolation aus dem Mittelhirn 
von Rattenembryonen (E14) und 8 Tagen Kultivierung . 
Neben der Kontrolle mit unbehandelten Neuronen 

30 (Medium mit 0.3 % Acetonitril) ist der Effekt bei 

Zusatz von 20 ng/ml gereinigtem monomerem MP52His 
aus der Expression in E.coli (MP52His Monomer), 20 
ng/ml gereinigtem MP52His aus der Expression in 
E.coli nach der Renaturierung zum dimeren Protein 

3s (MP52His Dimer) , sowie 20 ng/ml bzw. 2 ng/ml teil- 

gereinigtem MP52 aus der Expression in Vaccinia 
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Viren (MP52) abgebildet. Gezeigt ist der Mittelwert 
± SEM aus einer Dreif achbestimmung. 

Pigur 4: Fotografie von Zellen nach Isolation aus dem Mit- 
s telhirn von Rattenembryonen (E14) nach 8 Tagen Kul- 

tur tind Anfarben von GFAPs (glial fibrillary acidic 
proteins) . Gezeigt ist der Effekt von 20 ng/ml ge- 
reinigtem monomerem MP52His (A) aus der Expression 
in E.coli, 20 ng/ml gereinigtem dimerem MP52His (B) 
,o aus der Expression in E.coli nach der Renaturie- 

rung, unbehandelte Zellen (C, Medium mit 0,3 % Ace- 
tonitril als Kontrolle) , 20 ng/ml (D) bzw. 2 ng/ml 
(E) teilgereinigtes MP52 aus der Expression in Vac- 
cinia Viren und 2 ng/ml TGF-S 3 (F) . 



15 



20 



Fotografiert wurde jeweils ein reprasentativer Aus- 
schnitt bei 400-facher VergroSerung im Mikroskop 
(Axiophot) mit Interf erenzkontrast . Die Lange des 
Balken ( ) entspricht 25 /an. 



Figur 5 : Western blot mit Kaninchen Antikdrpern gegen MP121 
1: Zellkulturuberstand von Hep-G2 Zellen nach In- 
fektion mit rekombinanten Vaccinia Viren (mit in- 
serierter MP121 cDNA) unter nicht reduzierenden 
25 Bedingungen 

2: Zellkulturuberstand von Hep-G2 Zellen nach In- 
fektion mit Wildtyp Vaccinia Viren unter nicht re- 
duzierenden Bedingungen 

3 : vorgef arbter Protein-Molekulargewichtsmarker 
30 (schematisch eingezeichnet) mit den apparenten Mo- 

lekulargewichten von 15,5/18,2/27,8/43,8/71,5 kD 
(Gibco BRL #26041-020) 

4: Zellkulturuberstand von Hep-G2 Zellen nach In- 
fektion mit rekombinanten Vaccinia Viren (mit in- 
35 serierter MP121 cDNA) unter reduzierenden Bedingun- 

gen 
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5: ZellkulturQberstand von Hep-G2 Zellen nach In- 
fektion mit Wildtyp Vaccinia Viren unter reduzie- 
renden Bedingungen 

s Figur 6 : Auswachsen der Nervenf asern aus embryonaler Huhner 
Retina nach 4 Tagen in Gewebekultur . Mikroskopische 
Aufnahme von lebenden Kulturen im Dunkelfeld. 
A: monomeres MP52m (5 ng/ml) gereinigt aus Ein- 
schluBkorpern von E.coli. 
io B: dimeres MP52m (5 ng/ml) gereinigt aus EinschluS- 

korpern von E.coli und zum nativen dimeren Protein 
zuruckgef alten . 

C: MP121 (5 ng/ml) gereinigt aus Zellkulturuber- 
stand nach Expression mit Hilfe des Vaccinia- 
is Systems auf NIH3T3- Zellen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Biopharm Gesellschaf t 2ur biotechnologischen 

Entwicklung von Pharmaka mbH 

(B) STRASSE: Czernyring 22 

(C) ORT: Heidelberg 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 69115 

(ii) ANMELDETITEL: Verwendung von MP52 oder/und MP121 zur 

Behandlung und Prevention von Erkrankungen 
des Nervensystems 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

( iv) COMPUTER- LESBARE FORM : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1 . 0 , Version #1.25 

(EPA) 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 501 Aminosauren 

(B) ART: Aminos ^ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Met Arg Leu Pro Lys Leu Leu Thr Phe Leu Leu Trp Tyr Leu Ala Trp 
1 5 io 15 

Leu Asp Leu Glu Phe lie Cys Thr Val Leu Gly Ala Pro Asp Leu Gly 
20 25 30 

Gin Arg Pro Gin Gly Thr Arg Pro Gly Leu Ala Lys Ala Glu Ala Lys 
35 40 45 

Glu Arg Pro Pro Leu Ala Arg Asn Val Phe Arg Pro Gly Gly His Ser 
50 55 60 

Tyr Gly Gly Gly Ala Thr Asn Ala Asn Ala Arg Ala Lys Gly Gly Thr 
65 70 75 80 

Gly Gin Thr Gly Gly Leu Thr Gin Pro Lys Lys Asp Glu Pro Lys Lys 

85 90 95 

Leu Pro Pro Arg Pro Gly Gly Pro Glu Pro Lys Pro Gly His Pro Pro 
100 105 110 

Gin Thr Arg Gin Ala Thr Ala Arg Thr Val Thr Pro Lys Gly Gin Leu 
115 120 125 
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Pro Gly Gly Lys Ala Pro Pro Lys Ala Gly Ser Val Pro Ser Ser Phe 
130 135 140 

Leu Leu Lys Lys Ala Arg Glu Pro Gly Pro Pro Arg Glu Pro Lys Glu 
145 150 155 160 

Pro Phe Arg Pro Pro Pro lie Thr Pro His Glu Tyr Met Leu Ser Leu 
165 170 175 

Tyr Arg Thr Leu Ser Asp Ala Asp Arg Lys Gly Gly Asn Ser Ser Val 
180 185 190 

Lys Leu Glu Ala Gly Leu Ala Asn Thr lie Thr Ser Phe lie Asp Lys 
195 200 205 

Gly Gin Asp Asp Arg Gly Pro Val Val Arg Lys Gin Arg Tyr Val Phe 
210 215 220 

Asp lie Ser Ala Leu Glu Lys Asp Gly Leu Leu Gly Ala Glu Leu Arg 
225 230 235 240 

lie Leu Arg Lys Lys Pro Ser Asp Thr Ala Lys Pro Ala Ala Pro Gly 
245 250 255 

Gly Gly Arg Ala Ala Gin Leu Lys Leu Ser Ser Cys Pro Ser Gly Arg 
260 265 270 

Gin Pro Ala Ser Leu Leu Asp Val Arg Ser Val Pro Gly Leu Asp Gly 
275 280 285 

Ser Gly Trp Glu Val Phe Asp lie Trp Lys Leu Phe Arg Asn Phe Lys 
290 295 300 

Asn Ser Ala Gin Leu Cys Leu Glu Leu Glu Ala Trp Glu Arg Gly Arg 
305 310 315 320 

Ala Val Asp Leu Arg Gly Leu Gly Phe Asp Arg Ala Ala Arg Gin Val 
325 330 335 

His Glu Lys Ala Leu Phe Leu Val Phe Gly Arg Thr Lys Lys Arg Asp 
340 345 350 

Leu Phe Phe Asn Glu lie Lys Ala Arg Ser Gly Gin Asp Asp Lys Thr 
355 360 365 

Val Tyr Glu Tyr Leu Phe Ser Gin Arg Arg Lys Arg Arg Ala Pro Leu 
370 375 380 

Ala Thr Arg Gin Gly Lys Arg Pro Ser Lys Asn Leu Lys Ala Arg Cys 
385 390 395 400 

Ser Arg Lys Ala Leu His Val Asn Phe Lys Asp Met Gly Trp Asp Asp 
405 410 415 

Trp lie lie Ala Pro Leu Glu Tyr Glu Ala Phe His Cys Glu Gly Leu 
420 425 430 

Cys Glu Phe Pro Leu Arg Ser His Leu Glu Pro Thr Asn His Ala Val 
435 440 445 



lie Gin Thr Leu Met Asn Ser Met Asp Pro Glu Ser Thr Pro Pro Thr 
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450 455 460 

Cys Cys Val Pro Thr Arg Leu Ser Pro He Ser He Leu Phe He Asp 
465 470 475 480 

Ser Ala Asn Asn Val Val Tyr Lys Gin Tyr Glu Asp Met Val Val Glu 
485 490 495 

Ser Cys Gly Cys Arg 
500 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARACTER I STI KA : 

(A) LANGE: 2703 Basenpaare 

(B) ART : Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKULS : DNS 

(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 640. .2142 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

CCATGGCCTC GAAAGGGCAG CGGTGATTTT TTTCACATAA ATATATCGCA CTTAAATGAG 60 

TTTAGACAGC ATGACATCAG AGAGTAATTA AATTGGTTTG GGTTGGAATT CCGTTTCCAA 120 

TTCCTGAGTT CAGGTTTGTA AAAGATTTTT CTGAGCACCT GCAGGCCTGT GAGTGTGTGT 180 

GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGA AGTATTTTCA CTGGAAAGGA TTCAAAACTA 240 

GGGGGAAAAA AAAACTGGAG CACACAGGCA GCATTACGCC ATTCTTCCTT CTTGGAAAAA 300 

TCCCTCAGCC TTATACAAGC CTCCTTCAAG CCCTCAGTCA GTTGTGCAGG AGAAAGGGGG 360 

CGGTTGGCTT TCTCCTTTCA AGAACGAGTT ATTTTCAGCT GCTGACTGGA GACGGTGCAC 420 

GTCTGGATAC GAGAGCATTT CCACTATGGG ACTGGATACA AACACACACC CGGCAGACTT 480 

CAAGAGTCTC AGACTGAGGA GAAAGCCTTT CCTTCTGCTG CTACTGCTGC TGCCGCTGCT 54 0 

TTTGAAAGTC CACTCCTTTC ATGGTTTTTC CTGCCAAACC AGAGG CACCT TTGCTGCTGC 600 

CGCTGTTCTC TTTGGTGTCA TTCAGCGGCT GGCCAGAGG ATG AGA CTC CCC AAA 654 



Met Arg Leu Pro Lys 
1 5 



5 



CTC CTC ACT TTC TTG CTT TGG TAC CTG GCT TGG CTG GAC CTG GAA TTC 
Leu Leu Thr Phe Leu Leu Trp Tyr Leu Ala Trp Leu Asp Leu Glu Phe 
10 15 20 



702 



ATC TGC ACT GTG TTG GGT GCC CCT GAC TTG GGC CAG AGA CCC CAG GGG 
He Cys Thr Val Leu Gly Ala Pro Asp Leu Gly Gin Arg Pro Gin Gly 
25 30 35 



750 



ACC AGG CCA GGA TTG GCC AAA GCA GAG GCC AAG GAG AGG CCC CCC CTG 
Thr Arg Pro Gly Leu Ala Lys Ala Glu Ala Lys Glu Arg Pro Pro Leu 
40 45 50 



798 



GCC CGG AAC GTC TTC AGG 
Ala Arg Asn Val Phe Arg 
55 



CCA GGG GGT CAC AGC 
Pro Gly Gly His Ser 
60 



TAT GGT GGG GGG GCC 
Tyr Gly Gly Gly Ala 
65 



846 
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ACC AAT GCC AAT GCC AGG GCA AAG GGA GGC ACC GGG CAG ACA GGA GGC 
Thr Asn Ala Asn Ala Arg Ala Lys Gly Gly Thr Gly Gin Thr Gly Gly 
70 75 2 



80 85 



894 



990 



1038 



1182 



CTG ACA CAG CCC AAG AAG GAT GAA CCC AAA AAG CTG CCC CCC AGA CCG 942 
Leu Thr Gin Pro Lys Lys Asp Glu Pro Lys Lys Leu Pro Pro Arg Pro 
90 95 100 

GGC GGC CCT GAA CCC AAG CCA GGA CAC CCT CCC CAA ACA AGG CAG GCT 
Gly Gly Pro Glu Pro Lys Pro Gly His Pro Pro Gin Thr Arg Gin Ala 
105 no 115 

ACA GCC CGG ACT GTG ACC CCA AAA GGA CAG CTT CCC GGA GGC AAG GCA 
Thr Ala Arg Thr Val Thr Pro Lys Gly Gin Leu Pro Gly Gly Lys Ala 
120 125 130 

CCC CCA AAA GCA GGA TCT GTC CCC AGC TCC TTC CTG CTG AAG AAG GCC 1086 
Pro Pro Lys Ala Gly Ser Val Pro Ser Ser Phe Leu Leu Lys Lys Ala 
135 140 145 

AGG GAG CCC GGG CCC CCA CGA GAG CCC AAG GAG CCG TTT CGC CCA CCC 1134 
Arg Glu Pro Gly Pro Pro Arg Glu Pro Lys Glu Pro Phe Arg Pro Pro 
150 155 160 165 

CCC ATC ACA CCC CAC GAG TAC ATG CTC TCG CTG TAC AGG ACG CTG TCC 
Pro He Thr Pro His Glu Tyr Met Leu Ser Leu Tyr Arg Thr Leu Ser 
170 175 180 

GAT GCT GAC AGA AAG GGA GGC AAC AGC AGC GTG AAG TTG GAG GCT GGC 1230 
Asp Ala Asp Arg Lys Gly Gly Asn Ser Ser Val Lys Leu Glu Ala Gly 
185 190 195 

CTG GCC AAC ACC ATC ACC AGC TTT ATT GAC AAA GGG CAA GAT GAC CGA 1278 
Leu Ala Asn Thr He Thr Ser Phe He Asp Lys Gly Gin Asp Asp Arg 
200 205 210 

GGT CCC GTG GTC AGG AAG CAG AGG TAC GTG TTT GAC ATT AGT GCC CTG 1326 
Gly Pro Val Val Arg Lys Gin Arg Tyr Val Phe Asp He Ser Ala Leu 
215 220 225 

GAG AAG GAT GGG CTG CTG GGG GCC GAG CTG CGG ATC TTG CGG AAG AAG 1374 
Glu Lys Asp Gly Leu Leu Gly Ala Glu Leu Arg He Leu Arg Lys Lvs 
230 235 240 245 

CCC TCG GAC ACG GCC AAG CCA GCG GCC CCC GGA GGC GGG CGG GCT GCC 
Pro Ser Asp Thr Ala Lys Pro Ala Ala Pro Gly Gly Gly Arg Ala Ala 
250 255 260 

CAG CTG AAG CTG TCC AGC TGC JCC AGC GGC CGG CAG CCG GCC TCC TTG 1470 
Gin Leu Lys Leu Ser Ser Cys Pro Ser Gly Arg Gin Pro Ala Ser Leu 
265 270 275 

CTG GAT GTG CGC TCC GTG CCA GGC CTG GAC GGA TCT GGC TGG GAG GTG 1518 
Leu Asp Val Arg Ser Val Pro Gly Leu Asp Gly Ser Gly Trp Glu Val 
280 285 290 

TTC GAC ATC TGG AAG CTC TTC CGA AAC TTT AAG AAC TCG GCC CAG CTG 1566 
Phe Asp He Trp Lys Leu Phe Arg Asn Phe Lys Asn Ser Ala Gin Leu 
295 300 305 

TGC CTG GAG CTG GAG GCC TGG GAA CGG GGC AGG GCC GTG GAC CTC CGT 1614 



1422 
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Cys Leu Glu Leu Glu Ala Trp Glu Arg Gly Arg Ala Val Asp Leu Arg 
310 315 320 325 



GGC CTG GGC TTC GAC CGC GCC GCC CGG CAG GTC CAC GAG AAG GCC CTG 
Gly Leu Gly Phe Asp Arg Ala Ala Arg Gin Val His Glu Lys Ala Leu 
330 335 340 



1662 



TTC CTG GTG TTT GGC CGC ACC AAG AAA CGG GAC CTG TTC TTT AAT GAG 
Phe Leu Val Phe Gly Arg Thr Lys Lys Arg Asp Leu Phe Phe Asn Glu 
345 350 355 



1710 



ATT AAG GCC CGC TCT GGC CAG GAC GAT AAG ACC GTG TAT GAG TAC CTG 
lie Lys Ala Arg Ser Gly Gin Asp Asp Lys Thr Val Tyr Glu Tyr Leu 
360 365 370 



1758 



TTC AGC CAG CGG CGA AAA CGG CGG GCC CCA CTG GCC ACT CGC CAG GGC 
Phe Ser Gin Arg Arg Lys Arg Arg Ala Pro Leu Ala Thr Arg Gin Gly 
375 380 385 



1806 



AAG CGA CCC AGC AAG AAC CTT AAG GCT CGC TGC AGT CGG AAG GCA CTG 
Lys Arg Pro Ser Lys Asn Leu Lys Ala Arg Cys Ser Arg Lys Ala Leu 
390 395 400 405 



1854 



CAT GTC AAC TTC AAG GAC ATG GGC TGG GAC GAC TGG ATC ATC GCA CCC 
His Val Asn Phe Lys Asp Met Gly Trp Asp Asp Trp lie lie Ala Pro 
410 415 420 



1902 



CTT GAG TAC GAG GCT TTC CAC TGC GAG GGG CTG TGC GAG TTC CCA TTG 
Leu Glu Tyr Glu Ala Phe His Cys Glu Gly Leu Cys Glu Phe Pro Leu 
425 430 435 



1950 



CGC TCC CAC CTG GAG CCC ACG AAT CAT GCA GTC ATC CAG ACC CTG ATG 
Arg Ser His Leu Glu Pro Thr Asn His Ala Val lie Gin Thr Leu Met 
440 445 450 



1998 



AAC TCC ATG GAC CCC GAG TCC ACA CCA CCC ACC TGC TGT GTG CCC ACG 
Asn Ser Met Asp Pro Glu Ser Thr Pro Pro Thr Cys Cys Val Pro Thr 
455 460 465 



2046 



CGG CTG AGT CCC ATC AGC ATC CTC TTC ATT GAC TCT GCC AAC AAC GTG 
Arg Leu Ser Pro lie Ser lie Leu Phe lie Asp Ser Ala Asn Asn Val 
470 475 480 485 



2094 



GTG TAT AAG CAG TAT GAG GAC ATG GTC GTG GAG TCG TGT GGC TGC AGG 
Val Tyr Lys Gin Tyr Glu Asp Met Val Val Glu Ser Cys Gly Cys Arg 



2142 



490 


495 




500 




TAGCAGCACT GGCCCTCTGT 


CTTCCTGGGT GGCACATCCC 


AAGAGCCCCT 


TCCTGCACTC 


2202 


CTGGAATCAC AGAGGGGTCA 


GGAAGCTGTG GCAGGAGCAT 


CTACACAGCT 


TGGGTGAAAG 


2262 


GGGATTCCAA TAAGCTTGCT 


CGCTCTCTGA GTGTGACTTG 


GGCTAAAGGC 


CCCCTTTTAT 


2322 


CCACAAGTTC CCCTGGCTGA 


GGATTGCTGC CCGTCTGCTG 


ATGTGACCAG 


TGGCAGGCAC 


2382 


AGGTCCAGGG AGACAGACTC 


TGAATGGGAC TGAGTCCCAG 


GAAACAGTGC 


TTTCCGATGA 


2442 


GACTCAGCCC ACCATTTCTC 


CTCACCTGGG CCTTCTCAGC 


CTCTGGACTC 


TCCTAAGCAC 


2502 



CTCTCAGGAG AGCCACAGGT GCCACTGCCT CCTCAAATCA CATTTGTGCC TGGTGACTTC 2562 
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CTGTCCCTGG GACAGTTGAG AAGCTGACTG GGCAAGAGTG GGAGAGAAGA GGAGAGGGCT 
TGGATAGAGT TGAGGAGTGT GAGGCTGTTA GACTGTTAGA TTTAAATGTA TATTGATGAG 
ATAAAAAGCA AAACTGTGCC T 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 352 Aminos£uren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Met Thr Ser Ser Leu Leu Leu Ala Phe Leu Leu Leu Ala Pro Thr Thr 
15 10 15 

Val Ala Thr Pro Arg Ala Gly Gly Gin Cys Pro Ala Cys Gly Gly Pro 
20 25 30 

Thr Leu Glu Leu Glu Ser Gin Arg Glu Leu Leu Leu Asp Leu Ala Lys 
35 40 45 

Arg Ser lie Leu Asp Lys Leu His Leu Thr Gin Arg Pro Thr Leu Asn 
50 55 60 

Arg Pro Val Ser Arg Ala Ala Leu Arg Thr Ala Leu Gin His Leu His 
65 70 75 80 

Gly Val Pro Gin Gly Ala Leu Leu Glu Asp Asn Arg Glu Gin Glu Cys 
85 90 95 

Glu He He Ser Phe Ala Glu Thr Gly Leu Ser Thr He Asn Gin Thr 
100 105 110 

Arg Leu Asp Phe His Phe Ser Ser Asp Arg Thr Ala Gly Asp Arg Glu 
115 120 125 

Val Gin Gin Ala Ser Leu Met Phe Phe Val Gin Leu Pro Ser Asn Thr 
130 135 140 

Thr Trp Thr Leu Lys Val Arg Val Leu Val Leu Gly Pro His Asn Thr 
145 150 155 160 

Asn Leu Thr Leu Ala Thr Gin Tyr Leu Leu Glu Val Asp Ala Ser Gly 
165 170 175 

Trp His Gin Leu Pro Leu Gly Pro Glu Ala Gin Ala Ala Cys Ser Gin 
180 185 190 

Gly His Leu Thr Leu Glu Leu Val Leu Glu Gly Gin val Ala Gin Ser 
195 200 205 

Ser Val He Leu Gly Gly Ala Ala His Arg Pro Phe Val Ala Ala Arg 
210 215 220 

Val Arg Val Gly Gly Lys His Gin He His Arg Arg Gly He Asp Cys 
225 230 235 240 

Gin Gly Gly Ser Arg Met Cys Cys Arg Gin Glu Phe Phe Val Asp Phe 
245 250 255 
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Arg Glu lie Gly Trp His Asp Trp He He Gin Pro Glu Gly Tyr Ala 
260 265 270 

Met Asn Phe Cys He Gly Gin Cys Pro Leu His He Ala Gly Met Pro 
275 280 285 

Gly lie Ala Ala Ser Phe His Thr Ala Val Leu Asn Leu Leu Lys Ala 
290 295 300 

Asn Thr Ala Ala Gly Thr Thr Gly Gly Gly Ser Cys Cys Val Pro Thr 
305 310 315 320 

Ala Arg Arg Pro Leu Ser Leu Leu Tyr Tyr Asp Arg Asp Ser Asn He 
325 330 335 

Val Lys Thr Asp He Pro Asp Met Val Val Glu Ala Cys Gly Cys Ser 
340 345 350 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 352 Aminos&uren 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Mouse 

(xi) SEQUENZBESCHREIBDNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Ala Ser Ser Leu Leu Leu Ala Leu Leu Phe Leu Thr Pro Thr Thr 
1 5 10 15 

Val Val Asn Pro Lys Thr Glu Gly Pro Cys Pro Ala Cys Trp Gly Ala 
20 25 30 

He Phe Asp Leu Glu Ser Gin Arg Glu Leu Leu Leu Asp Leu Ala Lys 
3S 40 45 

Lys Ser He Leu Asp Lys Leu His Leu Ser Gin Arg Pro He Leu Ser 
50 55 €0 

Arg Pro Val Ser Arg Gly Ala Leu Lys Thr Ala Leu Gin Arg Leu Arg 
65 70 75 80 

Gly Pro Arg Arg Glu Thr Leu Leu Glu His Asp Gin Arg Gin Glu Glu 
85 90 95 

Tyr Glu He He Ser Phe Ala Asp Thr Asp Leu Ser Ser He Asn Gin 
100 105 110 

Thr Arg Leu Glu Phe His Phe Ser Gly Arg Met Ala Ser Gly Met Glu 
115 120 125 

Val Arg Gin Thr Arg Phe Met Phe Phe Val Gin Phe Pro His Asn Ala 
130 135 140 

Thr Gin Thr Met Asn He Arg Val Leu Val Leu Arg Pro Tyr Asp Thr 
145 150 155 160 

Asn Leu Thr Leu Thr Ser Gin Tyr Val Val Gin Val Asn Ala Ser Gly 
165 170 175 

Trp Tyr Gin Leu Leu Leu Gly Pro Glu Ala Gin Ala Ala Cys Ser Gin 
180 185 190 

Gly His Leu Thr Leu Glu Leu Val Pro Glu Ser Gin Val Ala His Ser 
195 200 205 

Ser Leu lie Leu Gly Trp Phe Ser His Arg Pro Phe Val Ala Ala Gin 
210 215 220 

Val Arg Val Glu Gly Lys His Arg Val Arg Arg Arg Gly lie Asp Cys 
225 230 235 240 

Gin Gly Gly Ser Arg Met Cys Cys Arg Gin Glu Phe Phe Val Asp Phe 
245 250 255 
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Arg Glu He Gly Trp Asn Asp Trp He He Gin Pro Glu Gly Tyr Ala 
260 265 270 

Met Asn Phe Cys Thr Gly Gin Cys Pro Leu His Val Ala Gly Met Pro 
275 280 285 

Gly He Ser Ala Ser Phe His Thr Ala Val Leu Asn Leu Leu Lys Ala 
290 295 300 

Asn Ala Ala Ala Gly Thr Thr Gly Arg Gly Ser Cys Cys Val Pro Thr 
305 310 315 320 

Ser Arg Arg Pro Leu Ser Leu Leu Tyr Tyr Asp Arg Asp Ser Asn He 
325 330 335 

Val Lys Thr Asp He Pro Asp Met Val Val Glu Ala Cys Gly Cys Ser 
340 345 350 
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PATENTANS PRUCHE 

1. Verwendung von biologisch aktivem MP52 oder/und MP121 zur 
Behandlung oder/und Pravention von Erkrankungen des Ner- 
vensystems oder/und zur Behandlung neuropathologischer 
Situationen, die durch Alterung des Nervensystems verur- 
sacht sind. 

2 . Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung oder Pravention 

von Erkrankungen am Auge, insbesondere der neuronalen 
Schicht der Retina, der Hornhaut, des Sehnervs oder/und 
anderer Hirnnerven. 

3 . Verwendung nach Anspruch 1 oder 2 , 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man als biologisch aktiven MP52 

(a) den reifen Anteil und gegebenenf alls weitere funk- 
tionelle Anteile der in SEQ ID N0.1 gezeigten Pro- 
teinsequenz; 

(b) Teile des reifen Proteins, die im wesentlichen die- 
selbe Aktivit&t aufweisen; 

(c) reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

(d) ein reifes Protein oder Teile davon, welches auf- 
grund seiner Abstammung aus anderen Wirbeltieren 
Abweichung in der Aminosauresequenz aufweist, jedoch 
im wesentlichen dieselbe Aktivitat beibehalt; 

verwendet . 

4. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man als biologisch aktiven MP121 

(a) den reifen Anteil und gegebenenf alls weitere funk- 

tionelle Anteile der in SEQ ID NO. 3 oder 4 gezeigten 
Proteinsequenz ; 
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(b) Telle des reifen Proteins, die im wesentlichen die- 
selbe Aktivitat aufweisen; 

(c) reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

(d) ein reifes Protein oder Teile davon, welches auf- 
grund seiner Abstammung aus anderen Wirbeltieren 
Abweichung in der Aminosauresequenz aufweist, jedoch 
im wesentlichen dieselbe Aktivitat beibehalt; 

verwendet . 



Verwendung nach Anspruch 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein Pusionsprotein aus biologisch aktivem MP52 
oder MP121 oder Teilen hiervon und einem anderen Protein 
aus der Superfamilie von Proteinen mit "Cystine Knot 
Mocif " oder Teilen hiervon verwendet. 

Verwendung nach Anspruch 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als biologisch aktiven MP52 oder MP121 ein He- 
terodimer aus einem biologisch aktiven MP52 oder MP121 
und einem Monomer eines anderen Proteins aus der Super- 
familie der Proteine mit "Cystine Knot Motif" verwendet. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man zusatzlich naturlich vorkommende Ganglioside, 
deren Derivate, Salze oder kunstliche Analoga verab- 
reicht . 



Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man zusatzlich ein Protein aus der Superfamilie der 
Proteine mit "Cystine Knot Motif" verabreicht. 

Verwendung nach einem der Anspruche 5, 6 oder 8, 
dadurch gekennzeichnet. 



WO 97/03188 PCT/EP96/03065 

- 43 - 

daS es sich bei dem Protein aus der Superf amilie mit 
"Cystine Knot Motif" urn ein Protein aus der TGF-S-Super- 
familie, NGF-/Neurotrophin-Familie oder PDGF-Familie han- 
delt . 



10. Verwendung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichne t , 

dafi es sich urn TGF-S-, BMP-, Aktivin-, GDNF-, NGF-, 
BDNF-, NT3- oder NT4/5-Proteine handelt. 



11. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichne t , 

daS man zusatzlich einen Wachstumsf aktor wie FGF, EGF 
oder Glial Growth Factor verabreicht. 

12. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man intrazerebral, oral, durch Injektion, durch Inha- 
lation oder als lokale, aufierliche Anwendung verabreicht. 

13. Verwendung von biologisch aktivem MP52 oder/und MP121 zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung oder/und 
Prevention von Erkrankungen des Nervensys terns oder/und 
zur Behandlung neuropathologischer Situationen, die durch 
Alterung des Nervensystems verursacht sind. 

14. Verwendung nach Anspruch 13 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels zur Behandlung oder Prevention von Erkrankungen 
am Auge, insbesondere der neuronalen Schicht der Retina, 
der Hornhaut, des Sehnervs oder/und anderer Hirnnerven. 

15. Verwendung nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichne t, 

daS man als biologisch aktiven MP52 

(a) den reifen Anteil und gegebenenf alls weitere funk- 
tionelle Anteile der in SEQ ID N0.1 gezeigten Pro- 
teinsequenz; 



W ° 97/03188 PCT/EP96/03065 

- 44 - 

(b) Teile des reifen Proteins enthait, die im wesentli- 
chen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

(c) reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

(d) ein reifes Protein oder Teile davon, welches auf- 
grund seiner Abstammung aus anderen Wirbeltieren 
•Abweichung in der Aminosauresequenz aufweist, jedoch 
im wesentlichen dieselbe Aktivitat beibehalt; 

verwendet , 

16. Verwendung nach Anspruch 13 oder 14 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man als biologisch aktiven MP121 

(a) den reifen Anteil und gegebenenf alls weitere funk- 
tionelle Anteile der in SEQ ID NO. 3 oder 4 gezeig.ten 
Proteinsequenz ; 

(b) Teile des reifen Proteins enthSlt, die im wesentli- 
chen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

(c) reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

(d) ein reifes Protein oder Teile davon, welches auf- 
grund seiner Abstammung aus anderen Wirbeltieren 
Abweichung in der Aminosauresequenz aufweist, jedoch 
im wesentlichen dieselbe Aktivitat beibehalt; 

verwendet . 

17. Verwendung nach einem der Anspruche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man ein Fusionsprotein aus biologisch aktivem MP52 
oder MP121 oder Teilen hiervon und einem anderen Protein 
aus der Superfamilie von Proteinen mit "Cystine Knot 
Motif 11 oder Teilen hiervon verwendet. 



18. Verwendung nach einem der Anspruche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als biologisch aktiven MP52 oder MP121 ein He- 
terodimer aus einem biologisch aktiven MP52 bzw. MP121 
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und einem Monomer eines anderen Proteins aus der Super- 
familie der Proteine mit "Cystine Knot Motif" verwendet. 

19. Verwendung nach einem der Anspruche 13 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man zusatzlich natiirlich vorkommende Ganglioside, 
deren Derivate, Salze oder kunstliche Analoga zusetzt. 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 13 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS zusatzlich ein Protein aus der Superfamilie der Pro- 
teine mit "Cystine Knot Motif" zugesetzt wird. 

21. Verwendung nach einem der Anspruche 17, 18 oder 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich bei dem Protein aus der Superfamilie mit 
"Cystine Knot Motif" um ein Protein aus der TGF-fi-Super- 
familie, NGF- /Neurotrophic Familie Oder PDGF-Familie han 
delt. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es sich um TGF-S-, BMP-, Aktivin-, GDNF-, NGF- , 
BDNF-, NT3- oder NT4/5 -Proteine handelt. 

23. Verwendung nach einem der Anspruche 13 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man zusatzlich einen Wachstumsf aktor wie FGF, EGF 
oder Glial Growth Factor verabreicht. 

24. Verwendung nach einem der Anspruche 13 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man intrazerebral, oral, durch Injektion, durch Inha 
lation, als lokale, auSerliche Anwendung verabreicht. 

25 . Fusionsprotein, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS es zumindest Teile des reifen Anteils der in SEQ ID 
NO.l gezeigten Sequenz von MP52 sowie mindestens Teile 
eines anderen Proteins aus der Superfamilie der Proteine 
mit "Cystine Knot Motif" enthalt. 

26. Fusionsprotein gemaS Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 
da£ es 

(a) den gesamten reifen Proteinanteil aus SEQ ID NO.l 
sowie gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile 
der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Proteinsequenz; 

(b) den reifen Anteil der in SEQ ID NO.l gezeigten Pro- 
teinsequenz, jedoch mit verandertem N-Terminus, be- 
vorzugt einem vorangestellten Methionin; oder 

(c) den reifen Anteil der in SEQ ID NO.l gezeigten 
Proteinsequenz oder Teile davon, welche auf- 
grund ihrer Herkunft aus anderen Wirbeltieren 
Abweichungen aufweist, jedoch im wesentlichen 
die gleiche Aktivitat beibehalt, 

enthalt . 



27. Heterodimeres Protein, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es mindestens einen Teil der in SEQ ID NO.l gezeiaten 
Sequenz des reifen MP52- Proteins als ein Monomer sowie 
ein zweites Monomer eines anderen Proteins aus der Super- 
familie der Proteine mit "Cystine Knot Motif" enthalt. 

28. Heterodimeres Protein nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 

(a) den gesamten reifen Proteinanteil aus SEQ ID NO.l 
sowie gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile 
der in SEQ ID NO.l gezeigten Proteinsequenz; 

(b) den reifen Anteil der in SEQ ID NO.l gezeigten Pro- 
teinsequenz, jedoch mit verandertem N-Terminus, be- 
vorzugt einem vorangestellten Methionin; oder 



WO 97/03188 



PCT/EP96/03065 



- 47 - 

(c) den reifen Anteil der in SEQ ID NO.l gezeigten 
Proteinsequenz oder Teile davon, welche auf- 
grund ihrer Herkunft aus anderen Wirbeltieren 
Abweichungen aufweist, jedoch im wesentlichen 
die gleiche Aktivitat beibeh&lt, 

enthalt . 

29. Arzneimittel zur Behandlung oder/und Prevention von Er- 
krankungen des Nervensystems oder/und zur Behandlung 
neuropathologischer Situationen, die durch Alterung des 
Nervensystems verursacht sind, enthaltend biologisch ak- 
tiven MP52 oder/und MP121 als Wirkstoff . 

30. Arzneimittel nach Anspruch 29 zur Behandlung oder Preven- 
tion von Erkrankungen am Auge, insbesondere der neurona- 
len Schicht der Retina, der Hornhaut, des Sehnervs 
oder/und anderer Hirnnerven. 

31. Arzneimittel nach Anspruch 29 oder 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es als biologisch aktiven MP52 

(a) den reifen Anteil und gegebenenf alls weitere funk- 
tionelle Anteile der in SEQ ID NO.l gezeigten Pro- 
teinsequenz ; 

(b) Teile des reifen Proteins, die im wesentlichen die- 
selbe Aktivitat aufweisen; 

(c) reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

(d) ein reifes Protein oder Teile davon, welches auf- 
grund seiner Abstammung aus anderen Wirbeltieren 
Abweichung in der Aminosciuresequenz aufweist, jedoch 
im wesentlichen dieselbe Aktivitat beibehalt; 

enthilt . 

32. Arzneimittel nach Anspruch 29 oder 30, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi es als biologisch aktiven MP121 
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(a) den relfen Anteil und gegebenenf alls weitere funk- 
tionelle Anteile der in SEQ ID NO. 3 oder 4 gezeigten 
Proteinseqiienz ; 

(b) Teile des reifen Proteins, die im wesentlichen die- 
selbe Aktivitat aufweisen; 

(c) reife Proteine mit verandertem N-Terminus, welche im 
wesentlichen dieselbe Aktivitat aufweisen; 

(d) ein reifes Protein oder Teile davon, welches auf- 
grund seiner Abstammung aus anderen Wirbeltieren 
Abweichung in der Aminosauresequenz aufweist, jedoch 
im wesentlichen dieselbe Aktivitat beibehalt; 

enthalt. 



33. Arzneimittel nach einem der Anspruche 29 bis 32, 
dadurch gekenn z e i chne t , 

dafi es ein Fusionsprotein aus biologisch aktivem MP52 
oder MP121 oder Teilen hiervon tmd einem anderen Protein 
aus der Superf amilie von Proteinen mit "Cystine Knot 
Motif" oder Teilen hiervon enthalt. 



34. Arzneimittel nach einem der Anspruche 29 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es ein Heterodimer aus einem biologisch aktiven MP52 
oder MP121 und einem Monomer eines anderen Proteins aus 
der Superf amilie der Proteine mit "Cystine Knot Motif" 
enthalt . 

35. Arzneimittel nach einem der Anspruche 29 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es zusatzlich naturlich vorkommende Ganglioside, de- 
ren Derivate, Salze oder ktinstliche Analoga enthalt. 

36. Arzneimittel nach einem der Anspruche 29 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man gegebenenf alls geeignete Trager-, Hilfs-, Verdun- 
nungs- oder Fulls toffe zusetzt. 
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37. Arzneimittel nach einem der Anspruche 29 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es zusatzlich ein Protein aus der Superf amilie der 
Proteine mit "Cystine Knot Motif" enthalt. 

38. Arzneimittel nach Anspruch 33, 34 oder 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es sich bei dem Protein aus der Superf amilie mit 
"Cystine Knot Motif" urn ein Protein aus der TGF-6-Super- 
f amilie, NGF-/Neurotrophin-Familie oder PDGF-Familie han- 
delt . 

39. Arzneimittel nach Anspruch 38, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich urn TGF-S-, BMP-, Aktivin-, GDNF-, NGF-, 
BDNF-, NT3- oder NT4/5- Proteine handelt. 

40. Arzneimittel nach einem der Anspruche 29 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es zusatzlich einen Wachstumsf aktor wie FGF, EGF oder 
Glial Growth Factor enthalt. 

41. Arzneimittel nach einem der Anspruche 29 bis 39, das zur 
intrazerebralen, oralen, lokalen auSeren Anwendung oder 
zur Anwendung per Injektion oder Inhalation konfektio- 
niert ist. 
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1. [Y] Anspruche Nr. 1-12 
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Beraerkung: Obwohl die Anspruche 1-12 slch auf e1n Vefahren zur Behandlung 
des raenschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und grundete slch auf die angefuhrten Wirkungen der Verbinung/ 
Zusarpensetzung. 

2. 1 | Anspruche Nr. 

well sic sich auf Teile der mternjuionalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anfcrderungen so wenig emsprechen, 
dafi eine nrmvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich ^ 



| | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaflt rind. 



Feld II Bemerkungen bei mangeinder Etnhehlichkeh der Erfmdung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt I) 
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D& der AnraeWer alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzetttg entrichtet hat, erstreckt stch dteser 
internationaie Recherchcnbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der intemationalen Anmeldung. 

^ a f^.*^ 6 rctherthiei bar en Anspruche die Recherche ohne emen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusfitzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahiung einer solchen 
Gebuhr aufgefordert. 

3. Q Da der Antnelder our etntge der erforderUchen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeittg entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
Internationale Keener chenbericht nur auf die Anspruche der internauonalen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 
sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



* dl 5^1^?^ hat erfw^Kctten zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeittg entrichtet. Der internationale Recher- 
ctenbencht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erftndung diese ist in folgenden Anspruchen er- 



Bcmcrkuiigen tonschtficb 



eines Widersprucfes . | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmdder unter Widerspruch gezahlL 

| [ Die Zahiung zusatzhcher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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